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Monitoring cyklu a brezosti pomoci krystalizace slin
a faktory, které ji ovliviiuji u exotickych savci

Souhrn

Diplomova prace shrnuje dostupné poznatky o krystalizaci slin u lidi i zvifat.
Experimentalni ¢ast prace byla zaméfena na ovéfeni Krystalizace slin u samic orangutant
bornejskych (Pongo pygmaeus Linnaeus, 1760) jako levné, rychlé a jednoduché metody
pro zakladni monitoring jejich reprodukéniho stavu. Dal§im cilem bylo otestovat faktory
(tloustku vrstvy naneseného materidlu, teplotu pii zasychani vzorkii slin a zménu
koncentrace), které mohou ovlivnit krystalizaci slin, na vzorcich slin velbloudti dvouhrbych
(Camelus bactrianus Linnaeus, 1758). Vyzkum probihal od zaii 2014 do ledna 2015. Odbéry
slin od orangutanich samic ze t¥i zoologickych zahrad (Dvir Kralové, Usti nad Labem,
Bojnice) byly provadény denné, nej¢astéji otiskem jazyka samic na brousena podlozni sklicka
¢1 odbérem piimo ztlamy plastovou lZickou, ze které se poté sliny na podlozni sklicko
pienesly. Vzorky slin velbloudi zprazské zoologické =zahrady byly odebrany
ve tiech terminech ve vét§im mnozstvi, a to vzdy od samce a samice, a nasledné ihned
zpracovany v laboratofi FTZ CZU v Praze. Vzorky slin byly vyhodnocovany pomoci
svételného mikroskopu se zvétsenim x400. Vzdy byl posouzen typ krystalizace a tloustka,
celistvost a hustota krystali. Celkem bylo vyhodnoceno 246 vzorkii od orangutanich samic
a 180 vzorkl od velbloudi. Vysledky krystalizace slin orangutanich samic byly srovnany
s reprodukénim stavem samic v dobé odbéru vzorku a bylo zjisténo, Zze krystalizace slin
Vv plodnych dnech se vyznamné liSila od krystalizace slin ve dnech neplodnych. To poukazuje
na moznost vyuziti krystalizace slin k detekci plodnych dnid u orangutant. Studium
krystalizace slin biezich samic bylo znemoznéno nezabfeznutim ani jedné z testovanych
samic v dob¢ vyzkumu a proto byl doporucen dalsi vyzkum. Béhem testovani faktort
na velbloudech dvouhrbych byly tloustka vrstvy naneseného materidlu, teplota pfi zasychani
vzorkll slin a zména koncentrace slin potvrzeny jako vyznamné faktory, které mohou

krystalizaci slin ovlivnit.

Kli¢ova slova: arborizace, Camelus bactrianus, orangutan bornejsky, Pongo pygmaeus,
velbloud dvouhrby



Reproductive status monitoring by saliva crystallization
and the factors which can affect it in exotic mammals

Summary

The diploma thesis summarizes available information about human and animal saliva
crystallization. The experimental part of the thesis was focused on proving of saliva
crystallization in female Bornean Orangutans (Pongo pygmaeus Linnaeus, 1760) as a cheap,
quick and simple method for basic monitoring of their reproductive status. Other aim was
to test factors (thickness of smeared layer, temperature during sample drying, and change
of saliva concentration), which could influence the way of saliva crystallization, in Bactrian
Camels (Camelus bactrianus Linnaeus, 1758). The research was realized from September
2014 to January 2015. Sampling of saliva in female orangutans from three zoological gardens
(Dvirr Kralové, Usti nad Labem, Bojnice) was done daily, mostly by tongue prints on safe
glass slides or directly from the mouth by plastic spoon from which the saliva was transferred
on the glass slide. Saliva samples from Prague Zoo camels were collected three times
in higher quantity, always from male and one female, and immediately processed
in the laboratory of the FTA CULS Prague. Samples evaluation was done by light microscope
with the magnification x400. Type of crystallization, thickness, entirety, and density
of crystals was always assessed. In total, 246 samples from female orangutans and 180
samples from camels were evaluated. The results of saliva crystallization in female
orangutans were compared with the reproductive status of females in the moment of sampling
and it was discovered that the saliva crystallization during fertile period was significantly
different from the saliva crystallization in non-fertile period of the cycle. It points out
the possibility of usage of saliva crystallization for detection of fertile period within
the menstrual cycle in orangutans. Examination of saliva crystallization in pregnant females
was precluded because any of the females did not conceive during the research period.
For this reason, further research was recommended. During the testing of factors in Bactrian
Camels, thickness of smeared layer, temperature during sample drying, and change of saliva

concentration were confirmed as factors that can significantly affect saliva crystallization.

Keywords: arborization, Bactrian Camel, Bornean Orangutan, Camelus bactrianus, Pongo

pygmaeus
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1 Uvod

Monitoring cyklu a bfezosti je jednim z nejdulezitéjSich néstroji pro UspéSny
management chovu nejen u hospodaiskych (Heersche Jr. a Nebel, 1993; Balhara et al., 2013),
ale i u divokych zvirat (Bashaw et al., 2010) v¢etné zvitat v zoologickych zahradach (Lasley
a Kirkpatrick, 1991; Kleiman et al., 2010).

Sledovani fije, ¢i pfimo ovulace, hraje v lidské péci vyznamnou roli zejména u druhu,
u kterych ptiznaky ptediijového chovani ¢i fije nejsou zjevné a u kterych je zaroven dilezité
spravné nacasovani spojeni samce se samici. To totiz zvySuje Sanci na UspéSné rozmnozeni
(Caro a Laurenson, 1994; Knott et al., 2010) a mize byt zasadnim feSenim v piipadé
dosavadni neplodnosti paru. Monitoring ovulace je také nezbytny pro realizaci in vitro
fertilizace a embryotransferu (Alagendran et al., 2007).

Detekce biezosti je velmi dillezitd, jelikoz umoZnuje zisk informaci o vnitfnim stavu
zvitat (Bashaw et al., 2010), detekuje faleSnou biezost (Dehnhard et al., 2010; Willis et al.,
2010) ¢i potraty samic (Willard et al., 1998; Lamb a Fricke, 2005). Pomoci n¢kterych metod
Ize odhadnout datum porodu a diky tomu se na porod zvifete nalezité ptipravit (Kleiman
et al.,, 2010). Nékterymi metodami je mozné zjistovat pocet embryi/plodi ¢i urCovat jejich
pohlavi (Lamb a Fricke, 2005) a monitorovat jejich vyvoj (Suguna et al., 2008). V¢asna
diagnostika bifezosti a odhaleni poctu plodii také umoznuji chovatelim ptizpiisobit krmnou
davku samic jejich aktualnimu reprodukénimu stavu a jemu odpovidajici pozadované kondici
(Kleiman et al., 2010).

Krystalizace, nékdy téZ ozna¢ovana jako arborizace (Skalova et al., 2012), byla u lidi
pozorovana témétf u vSech télnich tekutin — V cervikalnim hlenu (Rydberg, 1948; Pierce
a Cope, 1955; Shanks a Acton, 1956; Roland, 1958; Salvatore, 1968; Boyers et al., 1991),
slzach (Norn, 1988; Rolando et al., 1988; Kogbe et al., 1991; Puderbach a Stolze, 1991;
Vaikoussis et al., 1994; Pensyl a Dillehay, 1998; Srinivasan et al., 2007), nosnim hlenu
(Peterson, 1984), folikularni tekutingé, mozkomi$nim moku (Zondek, 1959) ¢i slinach (Guida
et al., 1993; Braat et al., 1998; Denisov et al., 2006). U zvitat byla popsana u n€kolika télnich
tekutin, napt. v cervikalnim a vaginalnim hlenu (Alliston et al., 1958; Noonan et al., 1975),
nazalnim hlenu (Tsuimira et al., 1960), slzach (Choi et al., 2009), spermatu (Gupta et al.,
1990) ataké ve slinach (Haberova, 2010; Pardo-Carmona et al., 2010). Z téchto télnich
tekutin byly k monitoringu fije ¢i detekci bfezosti pomoci krystalizace testovany u zvitat
pouze cervikalni (Raeside a McDonald, 1959; Betteridge a Raeside, 1962; Ghannam
a Sorensen Jr, 1967; Harada, 1989; Tsiligianni et al., 2000; Rayos et al., 2001; Tsiligianni



et al.,, 2001; Ahmadi et al., 2005; Jezkova et al., 2008; Giindogan, 2009), a vaginalni hlen
(Dinger a Noiles, 1982; England a Allen, 1989; England, 1992), nazalni hlen (Tsuimira et al.,
1960) a sliny (Pardo-Carmona et al., 2010; Skalova et al., 2012; Skalova et al., 2013).



2 Védecké hypotézy a cile prace

Cilem této diplomové prace bylo:

1) shrnut dostupné poznatky o krystalizaci slin jako neinvazivni metodé slouzici
k monitoringu cyklu a biezosti;

2) experimentalné ovétit krystalizaci slin u samic orangutanti bornejskych (Pongo
pygmaeus Linnaeus, 1760) jako levnou, rychlou a jednoduchou metodu pro zakladni
monitoring jejich reprodukéniho stavu;

3) na vzorcich slin velbloudi dvouhrbych (Camelus bactrianus Linnaeus, 1758) stanovit

faktory, které mohou krystalizaci slin ovliviiovat.

V této diplomové praci byly stanoveny nasledujici hypotézy:
H1: krystalizace slin se bude ménit béhem menstrua¢niho cyklu orangutanich samic;
H2: typy krystalizace slin u biezich a nebiezich samic se budou lisit;
H3: vrstva nanesené¢ho materialu, teplota pfi zasychani vzorkl slin a zména koncentrace
slin (fedéni a pfidavek soli) budou vyznamnymi faktory, které mohou krystalizaci slin

ovlivnit.
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3 Literarni reSerse

3.1 Orangutani

Do rodu orangutan (Pongo) patii dva druhy — orangutan bornejsky (Pongo pygmaeus)
a orangutan sumatersky (Pongo abelii Lesson, 1827) (ITIS, 2015). Vyskyt kazdého z téchto
primati je omezen pouze na ostrov, podle kterého byl dany druh pojmenovan. Orangutani
jsou Vv soucasnosti povazovani za ohrozené a jejich populaéni trend ma klesajici tendenci
(Ancrenaz et al., 2008; Singleton et al., 2008). Orangutan sumatersky je s odhadovanym
poc¢tem kolem 7 000 voln¢ Zijicich jedinct (Singleton et al., 2004; Caldecott a Miles, 2005;
Andayani a Mardiastuti, 2009) ozna¢ovan dokonce za kriticky ohroZeny druh (Singleton
et al., 2008). U orangutana bornejského je pocet zvifat ve volné ptirodé odhadovan na 45 000
az 69 000 (Ancrenaz et al., 2008), indonéské Ministerstvo lesnictvi odhaduje pocet na 55 000
volné Zijicich jedinct (Andayani a Mardiastuti, 2009).

Duavody jejich ohrozeni spoCivaji zejména v devastaci pivodnich habitatt téZbou
dfeva, pfeménou piirozenych ekosystéml na agroekosystémy (zejména plantdze palmy
olejné) a jejich fragmentaci zptisobenou vystavbou komunikaci (Singleton et al., 2008).
Dochazi 1 k ptimému pronasledovani zviiat jako Skiidct na plantazich, za ucelem nelegalniho
lovu ¢i obchodu se zvifaty (WWF, 2015b). V oblastech vyskytu orangutani, zejména
na Borneu, se opakuji dlouha obdobi sucha a nasledné pralesni pozary, které se také
vyznamn¢ podili na snizovani pocetnosti populaci orangutani (Husson et al., 2008). Dalsim
faktorem, ktery orangutany Cini jeSté zranitelnéj$imi a Sance na jejich preziti snizuje,
je zpusob reprodukce téchto zvifat, ktera je velmi pomala (WWF, 2015a).

Oba druhy orangutanti se v minulosti vyskytovaly na seznamu 25 nejvice ohrozenych
druhGt primatt. Orangutan sumatersky byl mezi 25 nejohroZenéjSimi primaty zahrnut
naposledy v letech 2008-2010 (Mittermeier et al., 2009) a jeden z poddruhi orangutana
bornejského (Pongo pygmaeus pygmaeus) se na seznamu objevil v letech 2010-2012
(Mittermeier et al., 2012). Pfestoze v soucasnosti ani jeden z obou druhti orangutanti na tomto
seznamu neni (Schwitzer et al., 2014), vyznam jejich ochrany je stale aktualni.

Na orangutany jsou zaméfeny jak in situ (BOSF, 2012; SOS, 2015), tak ex situ
zachranné programy, které se odehravaji zejména v zoologickych zahradach (WAZA, 2015).
Pravé béhem ochrany ex situ nartista potfeba spravného managementu reprodukce véetné
detekce ovulace a biezosti, aby mohly byt zachovné programy uspésné (Swaisgood et al.,
2003).

11



3.2 Reprodukce u samic orangutant

Obecné lze fici, ze reprodukce orangutant je pomérné malo prozkoumanym tématem
(Graham, 1981) a studii, které by se na ni zaméfovaly, je relativné malé mnozstvi (Shumaker
et al., 2008). N¢které udaje jsou znamé pouze od populaci zijicich v lidské péci, coz je dano
zejména obtiznosti pozorovani téchto druht ve volné piirodé (Graham, 1988) ¢i nemoznosti
tyto informace od volné zijicich jedincu ziskat (Shumaker et al., 2008).

Reprodukce orangutant je velmi specifickd a jsou pro ni typické urCité extrémy.
Reprodukéni cyklus téchto primati je velmi dlouhy (Anderson et al., 2008), dokonce
nejpomalej$i ze vsech lidoopt (Wich et al., 2004; Shumaker et al., 2008). Diky tomu
se reprodukce orangutanti potyka s mnoha problémy jak ve volné ptirod¢, tak v lidské péci.

Vzhledem Kk blizké ptibuznosti orangutand s lidmi (Springer et al., 2012) je mozné
mezi nimi v n¢kterych oblastech reprodukce nalézt podobnosti (Collins et al., 1975; Graham,
1981; Graham, 1988). Detailni informace o reprodukci orangutani uvadi napt. Graham
(1981), Schwartz (1988), Wich et al. (2009a) ¢i Kuze et al. (2012).

Tato kapitola nerozliSuje reprodukci jednotlivych druhii orangutani, jelikoz
reprodukéni parametry (vék pii prvnim porodu, mezidobi apod.) se mezi obéma druhy
vyznamn¢ neli$i (Anderson et al., 2008). Nékteré zdroje ovSem uvadéji, Ze rozdilnosti existuji
Vv genetice, morfologii i chovani obou druhid (Knott et al., 2009).

Bez ohledu na druh byly rozdily v reprodukénich parametrech nalezeny mezi
orangutany ve Vvolné piirodé, V polodivokych chovech v zachrannych centrech
a v zoologickych zahradach (Kuze et al., 2008; Kuze et al., 2012; Galdikas a Ashbury, 2013).
Dostupné tudaje byly pro tyto kategorie uvadény vzdy zvlast. Odlisnost reprodukcnich
parametru v lidské pé¢i mize byt dana mnoha faktory, jako jsou ovliviiovani ¢asu, ktery spolu
samci a samice travi, podavani antikoncepénich preparati (Shumaker et al., 2008) ¢&i rozdily
ve vyzivé (Kuze et al., 2012; Galdikas a Ashbury, 2013).

3.2.1 Anatomie pohlavni soustavy

Zdrojt, které by se touto oblasti reprodukce zabyvaly, neni mnoho a castéji se vénuji
anatomii sam¢i pohlavni soustavy (Dahl et al., 1993; Dahl, 1994). O anatomii pohlavni
soustavy samic pojednavaji n¢které kapitoly knihy editované Schwartzem (1988), ktery vSak
Upozorfiuje, Ze tato oblast reprodukce neni detailn€ prokoumana a dostupné poznatky pochazi

od malého mnozstvi jedinc.
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Pohlavni organy samic orangutani jsou Castecné podobné zenskym (Graham, 1981;
Dahl, 1988; Graham, 1988). Vajecniky jsou relativné¢ malé (Graham, 1988). Vejcovody
odpovidaji lidskym, ov§em u orangutanti jsou fimbrie nalevky vice vyvinuté (Graham, 1981,
Graham, 1988). Déloha je oproti lidské znatelné mensi. Uretrovaginalni septum neni stejné
jako u samic ostatnich lidoopti uplné, takze mocova trubice usti spolu s vaginou
do vaginalniho vestibulu. To je hlavni rozliSovaci znak od pohlavni soustavy zen (Graham,
1988). Uspotadani zevnich pohlavnich organi je podobné Zenskému (Dahl, 1988). Diive
se predpokladalo, ze velké stydké pysky s vékem postupuji atrofii, coz bylo vyvraceno a Dahl
(1988) uvadi, Ze u dospélych samic jsou jasné viditelné, na rozdil od malych stydkych pysku,

které jsou v dospélosti malo zietelne.

3.2.2 Menstruacni cyklus

Ve volné ptirodé samice dosahuji pohlavni dospélosti priimérné mezi 10. az 11. rokem
zivota, kdy u nich dochazi k prvni menstruaci a samice se zacinaji zajimat o jedince opacného
pohlavi. Samci vSak Cerstvé pohlavné dosp€lym samicim nevénuji pfili§ pozornost (Shumaker
et al., 2008) a proto k prvnim porodtim dochazi az v pozdéjsim véku.

Veék v dobé prvniho porodu se 1iSi mezi orangutany v lidské péci, v zdchrannych
centrech a ve volné ptirodé (Kuze et al., 2008; Kuze et al., 2012; Galdikas a Ashbury, 2013).
V zachrannych centrech samice prvné rodi ptiblizné ve véku 11,5 roku (Kuze et al., 2012),
coz je vyrazné dfive, nez U samic V zoologickych zahradich a ve volné piirodé, u nichz
K prvnimu porodu dochazi v praméru mezi 15. a 16. rokem (Wich et al., 2004; Anderson
et al.,, 2008; Kuze et al., 2012). Tyto rozdily v8ak mohou byt zpiusobeny pouze $patnym
odhadem véku dfive neznamych samic, které do zachrannych center pfisly z volné ptirody
(Kuze et al., 2012), popiipadé odlisnosti kvality vyzivy. Moznost samostatného vybéru
vhodné potravy Vv kombinaci spiikrmem umoziuje samicim v zachrannych centrech
dostate¢ny piijem energie (Kuze et al., 2012; Galdikas a Ashbury, 2013), ktery mize zpusobit
vyssi produkci pohlavnich hormont (Knott et al., 2009) a tim i rychlejs$i pohlavni dospivani
samic (Kuze et al., 2012; Galdikas a Ashbury, 2013). Toto vysvétleni podporuje i fakt,
ze produkce pohlavnich hormonii béhem menstrua¢niho cyklu je niz8i u volné Zijicich
orangutanich samic, nez u samic v lidské péci, pro které je kvalitn€j$i potrava dostupnéjsi
(Knott et al., 2009).

U samic vétSiny savell se v ur€itém intervalu periodicky opakuje fijovy cyklus, béhem
kterého je samice svolnd k pafeni pouze v dobé fije, kdy dochazi k ovulaci. U samic

orangutani se stejné jako u Zen a samic ostatnich lidoopd vyskytuje cyklus menstruacni
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a k pafeni dochazi béhem celého cyklu (Udry a Morris, 1968). | piesto se vSak u orangutand
obdobi plodnych dnii nazyva, stejn¢ jako u zvifat sfijovym cyklem, tije (Nadler, 1995;
Shumaker et al., 2008).

Délka menstrua¢niho cyklu je variabilni jak mezi samicemi, tak mezi jednotlivymi
cykly konkrétnich samic (Graham, 1981). Graham (1981) udava délku 24-32 dni. Markham
(2005) wuvadi pramérnou délku menstruaéniho cyklu 30-35 dni u nedospélych samic
(menstruujici méné nez 2 roky) a 26-30 dni u dospélych samic. Shumaker et al. (2008)
zaznamenali prumerné rozpéti 24-33 dni s prumérnou délkou 28 dni. Délka menstruace
se pohybuje dle Markham (2005) mezi 2 a 5 dny u nedospélych samic a 2 a 4 dny u dospélych
samic. Shumaker et al. (2008) stanovuji primérnou délku 5-7 dni.

Menstruaéni cykly mohou byt nepravidelné u mladSich (nedospélych) samic
¢i U samic, kterym byla v neddvné dobé podavéana antikoncepce. Postupem cCasu se vsak
cyklus stabilizuje (Shumaker et al., 2008).

Collins et al. (1975) sledovali zmény hladin pohlavnich hormond v moc¢i béhem
menstrua¢niho cyklu u orangutanich samic v lidské péci. Hladiny estronu a 17B-estradiolu
odpovidaly hladindm u Zen a Simpanzich samic, zatimco hodnoty estriolu byly nizsi nez u zen
a vysS$i nez u Simpanzli. Koncentrace pregnandiolu a androsteronu byly vyznamné nizsi
nez U zen. Hladiny estronu dosahovaly dvou vrcholi — ve stiedni a v lutedlni fazi cyklu.
U estriolu ani 17B-estradiolu nebyl nalezen zadny trend. Koncentrace pregnandiolu
a androsteronu byly nizké béhem prvni faze cyklu, ve stfedni Casti cyklu zaCaly nartstat
a vrcholu dosahly v druhé poloviné cyklu (Collins et al., 1975). Zmény hladin vySe
uvedenych hormont v moc¢i béhem menstruacniho cyklu orangutanich samic jsou k dispozici
na Obrazku 1.

Shimizu et al. (2003) testovali v moc¢i orangutanich samic zmény koncentraci
konjugatii estronu, pregnandiol-3-glukoronidu, a folikulostimulaéniho hormonu. Stejné jako
Collins et al. (1975) zaznamenali u estronu dvouvrcholovou kiivku odpovidajici i cyklu Zen
a nartst koncentrace pregnandiolu po ovulaci. U orangutanich samic byly vsak koncentrace
pregnandiolu zhruba o desetinu niz$i, nez u ostatnich lidoopti. Folikuly stimula¢ni hormon
vykazoval stejny trend jako u Zen, coZ znamend narist jeho hladiny ve stfedni ¢asti cyklu
a v rané folikularni fazi (Shimizu et al., 2003).

Stejnych vysledkd dosahli i Nadler et al. (1984), ktefi zkoumali hladiny luteiniza¢niho
hormonu, progesteronu a estradiolu v séru orangutanich samic a navic zaznamenali hladiny

testosteronu, které dosahovaly maxima b&hem stfedni ¢asti cyklu.
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(zdroj: upraveno dle Graham (1981))

Synchronizace menstrua¢niho cyklu nebyla u samic v lidské péci zaznamenéana
(Shumaker et al., 2008), ale Graham (1981) popisuje ¢aste¢nou synchronizaci reprodukce
samic ve volné ptirod¢, kterd mize zplsobit v nékterych Castech pralesa az absenci samic
aktudln€ schopnych pafeni a zabfeznuti. Sezonnost reprodukce se u orangutanii obecné
neprojevuje, ale byly zaznamenany vys$$i miry zabfezdvani v obdobich s vétSi dostupnosti
potravy (Knott et al., 2009).

Pfiznaky menopauzy nebyly ve volné ptirodé pozorovany (Wich et al., 2004),
ale je znamo, ze v lidské pé¢i rodi samice sva posledni mladata prumérné kolem
26. (P. abelii) az29. roku zivota (P. pygmaeus) (Anderson et al., 2008). Nejvyssi
zaznamenany veék pii porodu v zoo je 41 let, pficemz v lidské péci se samice dozivaji
maximalné 58 let. Naopak ve volné piirodé byl zaznamendn porod i u 50leté samice

a odhaduje se, Ze samice jsou schopné se rozmnozovat az do konce zivota. Je mozné,
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ze rozdily jsou dany pouze managementem, kdy v zoo dochdzi k pfedCasnému vytrazovani

samic z reprodukce v domnéni, ze jsou na reprodukeci jiz ptilis staré (Shumaker et al., 2008).

3.2.3 Monitoring cyklu

Pribéh menstruacniho cyklu mize byt u lidoopi sledovan na zakladé pozorovani dvou
typt vnéjsich projevi — menstruace a otoku zevnich pohlavnich organd. Otoky se projevuji
pouze u goril, Simpanzti a bonobtu (Graham, 1981), zatimco u orangutanich samic se, stejné
jako u zen, tento projev nevyskytuje (Graham, 1988). Menstruaci lIze dobie pozorovat
u Simpanzii a bonobd chovanych v ubikacich s pevnou hladkou podlahou. U goril
a orangutani vSak viditelnd menstruace neni béznd a ptritomnost krve lze zjiStovat Casto
pouze testovanim moci (Graham, 1981; Shumaker et al., 2008). Existuji vSak i vyjimky
(Shumaker et al., 2008).

Vzhledem k vySe uvedenym divodim je detekce fije ¢i pfimo ovulace u orangutant
velmi obtizna a Casto je lze detekovat pouze nepiimo (Graham, 1981), zejména sledovanim
hladin pohlavnich hormonii, coz je pomérné piesna metoda (Shimizu et al., 2003).
Na nadchézejici ovulaci poukazuje nejprve nartst hladiny estrogenti a poté maximalni
koncentrace luteiniza¢niho hormonu, ktery ovulaci vyvolava (Graham, 1981). Dale Ize vyuzit
i ultrazvukové vySetieni (Joslin et al., 1995).

U orangutanich samic vSak bylo ve vztahu k monitoringu cyklu a ovulace testovano
I méfeni zmén bazalni télesné teploty (BTT) (Asa et al., 1994). Naméfené zmény BTT byly
nasledné porovnavany se zménami hladin konjugatt estronu a pregnandiol-3-glukoronidu
a bylo zjisténo, ze zmény teploty pozitivné koreluji se zménami koncentrace pregnandiol-3-
glukoronidu. Piestoze piesny Cas ovulace pomoci BTT zjistit nelze, sledovani zmén BTT
je mozné vyuzit k orientaénimu monitoringu cyklu, zejména jeho lutealni faze (Asa et al.,

1994).

3.2.4 Pareni

Ve volné pifirodé se samci a samice za ucelem rozmnozovani sdruzuji po dobu
n€kolika dni, kdy dochazi k opakovanému pateni. V této dobé jsou samice pravdépodobné
Vv receptivni ¢asti cyklu (Graham, 1981). U Zen se toto plodné obdobi objevuje pfiblizné
v dob¢ 5-6 dni pted ovulaci véetné dne ovulace (Wilcox et al., 1995; Dunson et al., 2002),
pticemz k ovulaci dochazi asi 13. az 14. den cyklu (Alagendran et al., 2010), ktery pramérné
trva 28-34 dni (La Marca et al., 2006). Je vsak znamo, ze udaje tykajici se plodnych dnt jsou

Casto nespolehlivé a velmi individualni (Wilcox et al., 2000).
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Pafeni orangutand v lidské péci bylo pozorovano Nadlerem (1977), ktery zjistil,
ze hlavnim inicidtorem styku jsou samci a ke kopulaci dochazi i pfes nevoli samic,
jez se projevuje Vv jiné nez receptivni ¢asti cyklu (Nadler, 1995). To je vSak rys, ktery
se objevuje pravdépodobné pouze v uzavienych chovech, jelikoz ve volné piirodé maji
samice moznost se samci vyhnout (Graham, 1988). Stejn¢ jako ve volné prirodé dochazi
K nejvétsimu mnozstvi kopulaci zhruba v poloviné cyklu samic, kdy se samice stavaji
receptivnimi, jsou vice svolné k pafeni, projevuji rostouci zdjem o samce a zvysené sexualni
chovani (Nadler, 1977; Nadler, 1995).

U orangutant v lidské péci byla testovdna 1 moznost vyuZiti reprodukénich
biotechnologii, které zahrnovaly napt. odbér oocytd, in vitro fertilizaci, embryotransfer
¢i inseminaci (Joslin et al., 1995). Prvni orangutan pocaty za pomoci asistované reprodukce

se narodil v roce 2014 (leozoo.org, 2014).

3.2.5 Brezost

Délka brezosti je u orangutani znacné variabilni a pohybuje se mezi 223 a 275 dny
(Shumaker et al., 2008), pricemz se rodi vétsinou pouze 1 mladé. Dvojcata se rodi ptiblizné
v 1 % ptipadd. Ve volné piirodé bylo narozeni dvojcat pozorovano poprvé v roce 2011
(Goossens et al., 2011).

Jung et al. (2013) monitorovali hladiny pohlavnich hormonti u orangutanich samic
a zjistili, Ze koncentrace progesteronu Vv séru biezich samic je 30krat vys$Si nez u samic
nebfezich a koncentrace lidského choriového gonadotropinu se b&hem biezosti 1isi
od koncentraci zjiSténych u ostatnich lidoopd. Czekala et al. (1983) sledovali hladiny
estrogenti v mo¢i béhem biezosti a dosli k zavéru, Ze orangutani maji hladiny estrogent

odpovidajici lidskym, které jsou 4-5krat vyssi nez u goril a Simpanzii.

3.2.6 Detekce brezosti

Ptestoze otoky vnéjSich pohlavnich organti se béhem menstrua¢niho cyklu neobjevuji,
vV dob¢ biezosti miize byt jednim z vnéjSich vizudlnich projevli umoziujicich jeji nepfimou
detekci otok velkych stydkych pyski (Graham, 1981). Stupen otoku je vSak individualni
a u n€kterych samic muze byt otok malo zietelny (Shumaker et al., 2008).

K detekci bfezosti u orangutanid lze dale vyuzit stanovovani hladin pohlavnich
hormontt z moc¢i (Czekala et al., 1981) ¢i trusu (Bamberg et al., 1991), specialni kity
pro stanoveni brezosti u nehumannich primatt (Hodgen et al., 1977), ultrazvuk nebo zenam

urcené te€hotenské testy zalozené na otestovani moci (Rees, 2011).
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3.2.7 Problémy s reprodukci

Ve volné piirodé jsou orangutani solitérné zijici zvifata a prvni komplikaci, ktera
ovliviiuje reprodukci tohoto druhu, je obtizné nalezeni partnera vhodného k reprodukci
(Graham, 1981). Situaci komplikuje i pozdni dospivani samic (Shumaker et al., 2008).

Dalsim problémem jsou pomérné dlouhé intervaly mezi porody zptisobujici extrémné
pomalou reprodukci téchto zvirat (Wich et al., 2004; Anderson et al., 2008; Shumaker et al.,
2008). Intervaly se 1i$i mezi voln¢ Zijicimi orangutany, orangutany v zachrannych centrech
a orangutany v zoologickych zahradach. V zachrannych centrech se intervaly pohybuji kolem
6 let (Kuze et al., 2012; Galdikas a Ashbury, 2013). V zoo je to bézn¢ kolem 5 let (Anderson
et al., 2008; Shumaker et al., 2008; Kuze et al., 2012). Existuji sice i kratsi nez 1 rok, ale ty
znaci napf. odebrani potomka k umélému odchovu, potrat nebo imrti mladéte béhem ¢i kratce
po porodu (Shumaker et al., 2008).

Ve volné ptirod¢ jsou intervaly zna¢né delsi (Shumaker et al., 2008). Dle Kuze et al.
(2012), kteti shromazdili data z mnoha studii, je primérna doba intervalu ve volnosti 8 let,
s ¢imz souhlasi i Galdikas a Ashbury (2013). Byla vSak zaznamenana i populace s pramérnym
intervalem 9,3 roku (Wich et al., 2004). Shumaker et al. (2008) uvadi ve volné ptirodé
prumérné rozpéti 6,1-9,3 roku, pficemz zaznamenané extrémy jsou 5 a 13,8 roku. Je ziejmé,
ze prevazuji intervaly delsi nez 7 let, coz je logické vzhledem k tomu, Ze ptirozeny odstav
se objevuje kolem 7. roku Zivota mlad’at (Shumaker et al., 2008).

Pomaly vyvoj mlad’at (Anderson et al., 2008) a jejich vy$8i umrtnost do 4 let
vV zachrannych centrech (40 %) a zoologickych zahradach (20 %) jsou dalsi faktory
piispivajici k pomalému tempu navySovani populace orangutani (Anderson et al., 2008; Kuze
et al., 2012). Ve volné piirod¢ se mira tmrtnosti odhaduje nizsi, kolem 12 % (Kuze et al.,
2012). Rozdil je dan pravdépodobné nevhodnym managementem chovii (Markham, 2005),
coz se oviem dle Wich et al. (2009b) s modernim managementem méni.

Vzhledem k ohroZenosti obou druhti orangutanti a vy§e zminénym problémim s jejich
reprodukei je nutné hledat nové metody, které napomohou snaz§imu rozmnozovani téchto
zvitat v lidské péci. Tyto metody by mély byt zejména spolehlivé (Alagendran et al., 2007),
jednoduché (Krishna Rao a Veena, 2009), ekonomické a ¢asové nenaro¢né (Lalrintluanga
a Dutta, 2009), pokud mozno neinvazivni (Dilrukshi a Perera, 2009) a se snhadno
interpretovatelnymi vysledky (Rao Krishna a Veena, 2009). U metod pouzivanych k detekci
biezosti je nutné, aby byly bezpecné nejen pro vySetfovatele a testovanou samici ale i pro

embryo ¢i plod (Gargiulo et al., 2012).
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3.3 Testovani slin jako neinvazivni metoda pro monitoring reprodukéniho
stavu samic

V ramci vyzkumi zaméfenych na vyuziti slin k detekci fije ¢i biezosti u zvitat byly
testovany hormonalni analyzy slin (Czekala a Callison, 1996; Ohtaki et al., 1997; Sathe,
2012; Volkery et al., 2012) a jejich krystalizace (Pardo-Carmona et al., 2010; Skalova et al.,
2012; Skalova et al., 2013). Mezi hormony, které souvisi se zménami reprodukéniho cyklu
samic a jsou ve slinach zvitat bézné stanovovany, patii napi. progesteron (Sathe, 2012),
pregnanediol-3-glukuronid (Volkery et al., 2010), estron sulfat (Ohtaki et al., 1997) ¢i relaxin
(Volkery et al., 2012).

Vzhledem k tomu, Ze odbér slin na rozdil od odbéru napf. trusu vyzaduje vétsi
u hospodaiskych zvirat (Ohtaki et al., 1997; Volkery et al., 2010; Sathe, 2012; Skélova et al.,
2012; Volkery et al., 2012). Pouze malé mnozstvi takto zamétenych studii se soustiedi
na vyzkum slin exotickych zvifat (Hodges et al., 2010). Vyjimkou jsou napf. studie
na nosorozcich dvourohych (Diceros bicornis (Linnaeus, 1758)) (Czekala a Callison, 1996)
¢i velbloudech dvouhrbych (Camelus bactrianus) (Kajzrova, 2011).

U nehumannich primatt, véetné¢ orangutanti, jsou hormondalni analyzy slin pomérné
bézné, avSak nejsou vyuzivany pro monitoring reprodukce samic, ale pro stanovovani hladin
kortizolu jako ukazatele stresu (Elder a Menzel, 2001; Kuhar et al., 2005; Behringer et al.,
2009; Heintz et al., 2011; Behringer et al., 2014) ¢i sledovani hladin testosteronu u samci
(Kutsukake et al., 2009; Wobber et al., 2010; Wobber et al., 2013). Analyza slin byla
pro sledovani hormonalnich zmén béhem menstruacniho cyklu samic vyuzita, dle autorce
dostupnych zdroju, pouze u malp hnédych (Cebus apella (Linnaeus, 1758)). V ramci studie
byly srovndvany hladiny progesteronu ve slindch a krevni plazmé a analyza progesteronu
ze slin se u tohoto druhu zda byt vhodnou alternativou invazivnich metod (DiGiano et al.,
1992). Na rozdil od hormonalnich analyz, krystalizace slin nebyla u primatt, vyjma ¢lovéka,
dosud studovéna.

Testovani slin ma nesporné vyhody. Odbér slin, pfestoze je provadén odbérem piimo
z tlamy zvitete, je bézné povazovan za jednu z neinvazivnich metod sbéru vzorkd (Kutsukake
et al., 2009; Skalova et al., 2012; Skalova et al., 2013). Tyto metody jsou v soucasnosti stale
vice preferované (Garshelis, 2006; Kleiman et al., 2010), jelikoz umoziuji ziskavat vzorky,
aniz by bylo nutné se zvifaty n€¢jakym zptisobem manipulovat ¢i je fixovat (Waits a Paetkau,

2005). Neinvazivnost této metody je vSak podminéna tim, ze zvife neni béhem odbért
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stresovano (Hodges et al., 2010; Behringer et al., 2014) ¢i pro ucely odbéru slin dokonce
uspavano (Li et al., 2013). Stres mize byt u zvitat minimalizovan dostate¢n¢ dlouhou dobou
tréninku a navykani na zptisob odbérd slin, vybaveni k tomu potiebné i na clovéka, ktery
je provadi (Kutsukake et al., 2009; Behringer et al., 2014). Samotny trénink muze vSak byt,
zejména zpocatku, dosti stresujici (Behringer et al., 2014).

DalSimi vyznamnymi vyhodami vyuziti slin k hormonalnim analyzam jsou, vzhledem
K neinvazivnosti metody, moZnost opakovanych odbérii slin béhem dne (Siminkova et al.,
2009), stabilita slin béhem uchovavani pii pokojové teploté i bez uziti konzervaénich aditiv
(Wood, 2009) ¢&i nizsi riziko pienosu infekce v porovnani napt. s krvi (Simiinkova et al.,
2009).

I ptes tyto vyhody neni testovani slin u zvirat tak bézné, jako testovani moci €i trusu,
jejichz ziskani lze provést téz neinvazivné (Kleiman et al., 2010). U nehumannich primatu,
véetn¢ lidooptli, je mnohem castéjSi sledovani cyklu a birezosti samic prave dle hormont
v moci a trusu, coz doklada napt. vycet vybranych studii od Hodgese et al. (2010). Pro sliny,
oproti moci ¢i trusu, je typickd jejich rychld reakce na zmény hladin steroidnich hormoni.
To vSak muze byt vyhodné jen pro urcité typy studii, napi. pfi testovani hladin kortizolu
v souvislosti se stresem (Kutsukake et al., 2009; Heintz et al., 2011). Koncentrace pohlavnich
hormonti v§ak ve slinach rychle kolisaji a pro ziskani spolehlivych vysledki je nutné odbéry
slin opakovat vicekrat denné, coz je pomérné pracné (Wood, 2009).

Nizky pocet vyzkumi s vyuzitim slin je dan pravdépodobné nejen problémy
s odbérem slin od neochoéenych zvitat a nutnosti odbéry opakovat, ale i potfebou naslednych
laboratornich analyz. Ty totiz nejsou vzdy mozné, pro mnoho chovatelskych zatizeni mohou
byt pfili§ nakladné (Kleiman et al., 2010) a ¢asto nemaji ustalenou metodiku. Hormony ze slin
se mohou absorbovat do odbérového materialu, coz mize nasledné ovliviiovat vysledky
(Simtinkova et al., 2009), které jsou navic ziskavany s urditym zpozdénim (Simersky et al.,
2007) a pomé&rné Gasto se vyskytuji i potize s jejich interpretaci (Simtinkova et al., 2009).

Z téchto divoda se stdle hledaji levnéjsi alternativy, které by byly zaroven rychlé

a jednoduché, aby je oSetfovatelé mohli provadét sami okamzité po odbéru vzorki.

3.3.1 Odbér slin u nehumannich primati

Odbéry slin u primatl, vyjma ¢lovéka, byly testovany jak na ochoéenych jedincich
z vyzkumnych stiedisek (Elder a Menzel, 2001; Heintz et al., 2011), Gtulkt (Kutsukake et al.,
2009; Smiley et al., 2010) nebo zoo (Mau et al., 2010; Behringer et al., 2012), tak na k lidem
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ptivyklych polodivoce chovanych zviratech (Wobber et al., 2013) ¢i zcela divokych jedincich
(Inoue et al., 2007; Higham et al., 2010; Smiley et al., 2010).

Piistup k odbérim slin je rizny dle miry divokosti ¢i ochocenosti jedince.
U ochocenych zvitat, kterd jsou v dennim kontaktu s lidmi, napf. v zoo, je Casto uzivan
trénink pomoci pozitivniho posilovani (Behringer et al., 2009; Behringer et al., 2014)
¢i systému odmén v podob¢ pamlskt (Hodges et al., 2010) usnadniujici nasledné piimé odbéry
slin z tlamy ¢i odbéry probihajici ve spolupraci se zvifaty. V téchto pfipadech mohou byt
pamlsky ¢i jiné krmivo vyuzivany soucasné i ke stimulaci produkce slin (Wobber et al.,
2010). U divokych zvifat jsou odbéry slin provadény vétsinou nepfimo, nejcastéji stérem slin
z predmétu, které mélo zvire v tlamé (Inoue et al., 2007; Smiley et al., 2010), ale existuji
I vyjimky (Higham et al., 2010).

U ochocenych ¢i trénovanych jedinct patii mezi nejcastéji uzivané metody odbéru slin
podani savého materialu zvifeti do tlamy, odkud jsou sliny timto zptisobem absorbovany
(Hodges et al., 2010), a zvife aktivné spolupracuje odevzdanim vzorku zpét chovateli.
Naptiklad u Simpanzu (Pan troglodytes (Blumenbach, 1775)) a bonobu (Pan paniscus
Schwarz, 1929) byly odbéry uspésné provadény pomoci odlicovacich vatovych tampont
S pamlsky, které mély zvitata naldkat. Spolu s pamlskem si zvirata do tlamy vzala i tampon,
ktery absorboval sliny. Sliny byly ztamponii nasledné¢ vymackdny a vyuzity k dalSim
analyzam. Odbér timto zptisobem netrval u zadného vzorku déle nez 20 minut (\Wobber et al.,
2010). Podobnym zptisobem byly u lidoopti, véetné obou druhti orangutanti, k odbériim slin
vyuzity dentalni tampony, které zvifata po podani zvykala a za odménu nasledn¢ odevzdala
do rukou oSetfovatele (Behringer et al., 2009; Kutsukake et al., 2009; Heintz et al., 2011,
Behringer et al., 2012; Behringer et al., 2013; Behringer et al., 2014). V ramci nékterych
studii byly béhem tréninku odbéri slin tampony namaceny do cukerného roztoku (Behringer
et al., 2009; Behringer et al., 2012; Behringer et al., 2013; Behringer et al., 2014) ¢i limonady
(Kutsukake et al., 2009), aby byl material na zvykani pro zvifata pfijatelngjsi. Kromé vaty
bylo béhem vyzkumi vyuzito i jinych savych materialti. Napf. gorilam vychodnim (Gorilla
beringei Matschie, 1903) byly ke zvykani ptedkladany kusy provazu (Smiley et al., 2010)
a Simpanzi zvykali gazu, ze které byly sliny nasledné centrifugovany (Kutsukake et al., 2009).

Metody, které se od ptedchozich vymykaji, jsou metody piimého odbéru slin z tlamy
ochoCenych zvitat. Elder a Menzel (2001) zavadéli samici orangutana bornejského sondu
do tlamy, odkud sliny odsavali do zkumavek. Kutsukake et al. (2009) odebirali Simpanziim

sliny pfimo z tlamy pomoci polypropylenovych stiikacek.
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U voln¢ zijicich zvitat je cCast&j$i vyuziti nepfimych metod odbéru. Smiley et al.
(2010) vyuzivali tfi riznych neptimych metod pro ziskavani vzorku slin k analyzam DNA
od volné Zzijicich goril vychodnich — stér tamponem, zdimani a smyvani slin z pfedméta, které
mélo zvife v tlamé, pticemz nejvice se osvédcila metoda stéru. Stejnou metodu pouzili i Inoue
et al. (2007) pro odbér Simpanzich slin z okousanych vétvicek. Oproti tomu Higham et al.
(2010) pouzili k odbérim slin u volné zijicich makakd rhesusi (Macaca mulatta

(Zimmermann, 1780)) metodu bézné pouzivanou pro ochocené primaty — dentdlni tampdn

ptipevnény na provazku, ktery byl zvifatim na dalku nabidnut ke zvykani.

3.4 Kirystalizace slin

Krystalizace télnich tekutin byla poprvé pozorovana panem Georgem Nicholasem
Papanicolaouem v roce 1946 u lidského cervikalniho hlenu a Papanicolaou byl také prvni,
kdo poukazal na mozny vztah mezi krystalizaci a hladinou estrogenti (Papanicolaou, 1946;
Zondek, 1959). Krystalizace slin ve spojeni s dobou ovulace byla u lidi poprvé popsana v roce
1957 (Biel Casals, 1968) a u zvitat vroce 2010 (Haberova, 2010; Pardo-Carmona et al.,
2010).

Krystalizace vznika v roztocich bilkovin ¢i sacharida (Zondek, 1959), které maji
funkci biopolymera (Kogbe et al., 1991), s elektrolyty. Elektrolyty jsou pro vznik krystalizace
nezbytné, coz bylo dokazano testovanim dialyzovanych vzorkl, které krystalizaci
nevykazovaly a po opétovném dodani elektrolyti vykrystalizovaly. VétSina krystald (97 %)
je tvofena krystalizaci chloridu sodného (NaCl) (Zondek, 1959), ktery svou typickou
krychlovou krystalizaci méni v pfitomnosti proteint v kefi¢kovité struktury (Anderson a Reid,
2006; Nielsen, 2008). Kogbe et al. (1991), studujici krystalizaci slz, nepovazuji za hlavni
faktor urcujici vznik krystalizace pouze ptitomnost elektrolytu, ale i jejich pomér (zejména
pomér monovalentnich iontd Na* a K"k bivalentnim Ca®* a Mg®"). U slin se této
problematice vénuji Guida et al. (1993), ktefi uvadi, ze krystalizace slin vznika ve chvili,
kdy je ve slinach dosazen optimalni pomér vody, soli a sialomucint.

Monitoring plodnych dnd a ovulace pomoci krystalizace slin je zaloZen
na pfedpokladu, Ze se krystalizace slin béhem menstrua¢niho/f{jového cyklu méni, coZ bylo
potvrzeno mnoha studiemi (Barbato et al., 1993; Galati et al., 1994; Fehring a Gaska, 1998;
Pattanasuttinont et al., 2007; Pardo-Carmona et al., 2010). Existuji vSak i studie, které
to vyvraci (Berardono et al., 1993).

Alagendran et al. (2010) uvadi, Ze na krystalizaci slin a jeji zmény maji vliv cyklické

zmény hladin pohlavnich hormonti. Dava vznik krystalizace do souvislosti s estrogenni
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aktivitou, jelikoz bylo potvrzeno, ze v dasledku plsobeni estrogenii se zvySuje hladina
elektrolyti — sodiku a drasliku (Alagendran et al., 2007). Bylo vSak zjisténo, ze b&hem
ovulace nejsou ve slindich zvySeny pouze hladiny pohlavnich hormont,
ale i napt. glykosaminoglykany (mukopolysacharidy), které by mohly byt hlavni pfi¢inou
silngj8i krystalizace béhem ovulace (Alagendran et al., 2010). Guida et al. (1993)
se domnivaji, ze estrogeny mohou mit na vznik krystalizace pozitivni vliv tim, Ze optimalizuji
jiz dfive zminény pomér vody, soli a sialomucinti. Podobny nazor ma i Biel Casals (1968),
ktery tvrdi, ze krystalizace kopiruje estrogenni kiivku. Naopak Berardono et al. (1993)
popiraji, ze by krystalizace jakkoli souvisela s aktivitou estrogenti. Toto stanovisko zastavaji
i Braat et al. (1998), kteti udavaiji, ze koncentrace 17p-estradiolu ve slinach sice koreluji
s koncentracemi tohoto hormonu v séru, ale nekoreluji se zménami v krystalizaci. Fehring

a Gaska (1998) tvrdi, ze vyskyt krystalizace slin koreluje s hladinou luteiniza¢niho hormonu.

3.5 Krystalizace slin jako neinvazivni metoda pro monitoring
reprodukéniho stavu u Zen

Ptestoze krystalizace slin nebyla u lidoopti dosud studovéna, u lidi, jejich geneticky
nejblizSich piibuznych (Wildman et al., 2003; Springer et al., 2012), je intenzivné
zkoumanym tématem, coz dokladaji Cetné studie. Vyzkum krystalizace lidskych slin probiha
zejména ve spojitosti s moznosti jejiho vyuziti k monitoringu ovulace (Rotta et al., 1992;
Guida et al., 1993; Galati et al., 1994; Braat et al., 1998; Guida et al., 1999; Alagendran et al.,
2007; Alagendran et al., 2010; Salmassi et al., 2013), ale existuji i studie sledujici zmény
krystalizace slin v souvislosti s téhotenstvim (Kullander a Sonesson, 1965; Biel Casals, 1968),
hormonalnimi poruchami (Guida et al., 1993; Fehring a Gaska, 1998; Bensinger, 2003),
¢i jinymi nemocemi (Andonopoulos et al., 1992; Maragou et al., 1996; EI-Miedany et al.,
1999; Denisov et al., 2005; Denisov et al., 2006; Radzol et al., 2012).

3.5.1 Odbéry slin a provadéni testii

Metody odbéru lidskych slin pro testovani jejich krystalizace se mohou liSit a jsou
urcovany zejména zptisobem nasledného vyhodnocovani vzorkt, které mize probihat za uziti
bud’ optického (Guida et al., 1993; Guida et al., 1999), svételného (Andonopoulos et al., 1992;
Braat et al., 1998; Pattanasuttinont et al., 2007) ¢i polariza¢niho (EIl-Miedany et al., 1999)
mikroskopu nebo kapesniho (mini) mikroskopu speciadln¢ upraveného do podoby doméaciho
testu (Barbato et al., 1993; Guida et al., 1993; Galati et al., 1994; Braat et al., 1998; Fehring
a Gaska, 1998; Bensinger, 2003; Salmassi et al., 2013). Stavbu i pouziti t€chto mini-testi
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popisuji napt. Galati et al. (1994), Fehring a Gaska (1998) ¢i Bensinger (2003). Dle Guida
et al. (1993) byly vysledky ziskané pomoci mini-mikroskopti spravné v 92 % piipadu.

Pti pouziti klasického mikroskopu jsou vzorky odebirdny napi. pomoci dentalnich
tampont a nasledné jsou 2-3 kapky slin rozetieny na podlozni sklicka (Barbato et al., 1993;
Alagendran et al., 2007; Alagendran et al., 2010). EI-Miedany et al. (1999) testovali vhodnost
odbérh slin stérem z vnitini strany tvafe, spodniho rtu, jazyka a ptfimy odbér slin, pficemz
jako nejvhodnéjsi uvadi stéry z tvare a odbery slin. U domadcich testd se olizuje pfimo cocka
vkladana do mini-mikroskopu (Bensinger, 2003) nebo stejné jako u klasickych mikroskopti
Ize na ni sliny nanést, napf. prstem (Fehring a Gaska, 1998). Co vSak zlstava stejné u obou
postupd, je ponechani vzorkt pii pokojové teploté, aby pfed vyhodnocovanim zaschly (Biel
Casals, 1968; Andonopoulos et al., 1992; Barbato et al., 1993; Braat et al., 1998; Fehring
a Gaska, 1998; El-Miedany et al., 1999; Guida et al., 1999).

3.5.2 Hodnoceni krystalizace slin

Pti vyhodnocovani domacich mini-testii je nalezeni kompletni ¢i Castecné krystalizace
povazovano za znak plodnych dnl (pozitivni vysledek testu), zatimco nepfitomnost krystalti
zna¢i dny neplodné (negativni vysledek testu) (Barbato et al., 1993; Braat et al., 1998;
Fehring a Gaska, 1998). N¢kteti autofi jesté rozliSuji pfechodné obdobi béhem nastupu
plodnych dni, pro které je typicka ¢asteéna krystalizace (Barbato et al., 1993; Galati et al.,
1994; Fehring a Gaska, 1998; Pattanasuttinont et al., 2007), ktera je dle Alagendran et al.
(2007) tvoiena niz§im poctem krystald. Plodné dny jsou pak znafeny pouze uplnou
krystalizaci (Barbato et al., 1993; Galati et al., 1994; Fehring a Gaska, 1998; Pattanasuttinont
et al.,, 2007). Bensinger (2003) uvadi, ze naznaky krystalizace se mohou objevit i béhem
neplodnych dnt, ale tato krystalizace je ndhodnd, neni celistvd a ma podobu nespojitych
teCek. Ovsem dle Berardono et al. (1993) mohou sliny krystalizovat béhem celého cyklu
a vznik krystalizace s cyklem viibec nesouvisi.

Autofi nejcastéji rozeznavaji neptitomnost krystali, ¢aste¢nou a uplnou krystalizaci
(Rotta et al., 1992; Barbato et al., 1993; Galati et al., 1994; Salmassi et al., 2013). Braat et al.
(1998) rozlisuje pouze piitomnost ¢i neptitomnost krystalizace. Pattanasuttinont et al. (2007)
ji hodnoti tfemi stupni 1-3 dle rozsahu a intenzity. Maragou et al. (1996) rozdé€luji krystalizaci
do 4 typl na zaklad¢ 4 kritérii: uniformita, vétveni, rozprostfeni a integrita. Andonopoulos
et al. (1992) sleduji zejména rozdily v tloust'ce, délce, pravidelnosti a hustoté krystald.

Barbato et al. (1993), Fehring a Gaska (1998) a Pattanasuttinont et al. (2007) déli

krystalizaci do 3 typl: 1 — zadna viditelnd krystalizace (nahodild, nespojité tecky) znacici
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neplodné dny, 2 — Castecna (kombinace tecek a kapradovité €i jiné krystalizace) znacici
prechodné a potencidlné¢ plodné obdobi, 3 — kapradovitd krystalizace znaéici nejvyssi
plodnost (a dle nékterych vyrobcl testi ptimo i ovulaci). Nékdy je vSak obtizné od sebe
jednotlivé typy jasné odlisit a Fehring a Gaska (1998) uvadi, ze u 45 % testovanych zen
ke vzniku Gplné krystalizace (typu 3) béhem pokust ani nedoslo.

Guida et al. (1999) rozlisuji 4 typy krystalizace: 0 — zadna krystalizace (neplodné
dny), 1 — krystalizace s primarnim vétvenim, 2 — krystalizace se sekundarnim vétvenim (1 a 2

znaci predovulacni periodu), 3 — krystalizace s tercialnim vétvenim (ovulace).

3.5.3 Spolehlivost testli zaloZenych na krystalizaci slin

Vysledky testovani krystalizace slin se dosti riizni a vétSina autorid doporucuje dalsi
vyzkum (Biel Casals, 1968; Barbato et al., 1993; Guida et al., 1993; Fehring a Gaska, 1998;
Bensinger, 2003).

Barbato et al. (1993) tvrdi, ze krystalizace slin pfimo koreluje s dobou plodnych dnt.
Béhem pozorovani, které provadél Biel Casals (1968) byla maximalni krystalizace
pozorovana 4-5 dni pied ovulaci a 6-7 dni po ovulaci. Dle Bensinger (2003) se krystalizace
zaCina objevovat cca 3 dny pied ovulaci a mizi 2-3 dny po ni.

Béhem pokusi, které provadeli Galati et al. (1994) na 328 Zenach, byla pomoci
krystalizace slin urCena spravna faze cyklu (plodné dny, piechodna perioda, neplodné dny)
v 98 %. Pouze u 8 z 328 zen se vyskytl falesn¢ negativni vysledek.

Testovani krystalizace je vSak provadéno nejen na zenach v plodném véku. Biel
Casals (1968) pozoroval absenci krystalizace slin u Cerstvych novorozenct, jeji vznik
s maximem krystaliit 24 hodin po porodu a nasledny rapidni pokles. Dale testoval i1 téhotné
Zeny, zeny po porodu a menopauze, u kterych pfevazovaly vysledky negativni a slabé
pozitivni.

Braat et al. (1998) béhem svych pokusu otestovali 10 post-menopauzalnich Zen
a 10 muzi, pfiCemz u 8 z 10 téchto Zen a u vSech 10 muzi se test jevil jako pozitivni.
Ani od Zen s pravidelnym menstrua¢nim cyklem nebyly béhem této studie ziskany spolehlivé
vysledky. Z téchto faktti Braat et al. (1998) vyvozuji, ze krystalizace slin nevypovida nic
0 plodnych dnech a mélo by se od ni, jako metody k detekci plodnych dnt u lidi, ustoupit.
Velmi podobné vysledky ziskal i Berardono et al. (1993), ktery zaznamenal krystalizaci
U muzi, predpubertdlnich divek, t€hotnych zen i Zen po menopauze a ktery tuto metodu
nepovazuje za vhodnou Kurcéovani doby ovulace. Kullander a Sonesson (1965) také

pozorovali krystalizaci slin u t€hotnych a postmenopauzalnich Zen a dle jejich minéni byly jeji
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tvary hrubsi, nez u Zen cyklujicich. Nenasli v§ak rozdily v krystalizaci slin u cyklujicich zen
mezi proliferacni a sekre¢ni fazi cyklu. To, ze krystalizace neni vhodnou metodou k detekci
ovulace, tvrdi i Guida et al. (1999), jelikoz béhem jejich vyzkumu byla Gspésnost detekce
ovulace touto metodou pouze 36,8 %. Ovsem vysledky ukazuji, ze ve 21 % se maximalni
krystalizace objevila den pied ovulaci a v dalSich 21 % den po ovulaci. I pfesto, ze v téchto
piipadech nedoslo k fadné detekci ovulace, tak lze konstatovat, Ze plodné dny byly pomoci
krystalizace detekovany s uspésnosti 78,8 %. Guida et al. (1999) vsak upozoriuji, ze velké
mnozstvi vzorkll (58,7 %) bylo obtizné interpretovat a tyto vzorky nebyly do analyz
ani zahrnuty. Problémy s interpretaci vSak mohly byt zplsobeny tim, ze vzorky byly
vyhodnocovany samotnymi Zenami, které se studie Ui€astnily.

K opa¢nému nazoru dospéli Rotta et al. (1992), ktefi uvadi, Ze krystalizaci je mozné
vyuzit k detekci plodnych dni. Barbato et al. (1993), Guida et al. (1993) a Fehring a Gaska
(1998) povazuji sledovani krystalizace slin za vhodnou metodu detekce plodnych dni
V ptipadé, Ze je doplnéna jinymi doplikovymi metodami, napi. méfenim BTT (Biel Casals,
1968; Braat et al., 1998; Alagendran et al., 2010). Naopak Galati et al. (1994) vidi samotnou
krystalizaci jako doplitkovou metodu k jinym metodadm ur¢ovani plodnych dni.

Dle Alagendran et al. (2007) lze krystalizaci slin vyuzit k detekci ovulace a tento
zpusob testovani by mohl mit klinicky pfinos, jen je tfeba ho vhodné modifikovat. Pozdéji
vSak autor uvadi, ze se sice zmény v krystalizaci slin, stejné jako zmény BTT, castecné
shoduji s dobou ovulace, ale pieceriuji pocet plodnych dnt (Alagendran et al., 2010).
Podobny nazor zastavaji i Fehring a Gaska (1998), ktefi tvrdi, Ze se krystalizace sice objevuje
vV dob¢ plodnych dnil, ale neudava jejich presny zacatek a konec.

Galati et al. (1994) zminuje moznost vyuziti krystalizace nejen k detekci plodnych dnt
ve smyslu nalezeni vhodné doby k poceti, ale i jako metodu monitoringu této periody
ve chvili, kdy se chce Zena tchotenstvi vyhnout. Sledovani krystalizace slin povaZuje hned
po antikoncep¢nich pilulkédch za druhou nejspolehlivéjsi kontracepéni metodu a jeji vyhody
vidi zejména vtom, Ze¢ nemd z4dné neZadouci UCinky. O prileZitosti vyuzit metodu
i k antikoncepénim ucelim se zminuje i Rotta et al. (1992). Bensinger (2003) vsak
krystalizaci jako antikoncepéni metodu vylucuje, povazuje ji za nespolehlivou a uvadi,
ze by mély byt zvoleny spolehlivéjsi metody antikoncepce. S timto nazorem souhlasi
i Fehring a Gaska (1998).
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3.5.4 Pozitiva a negativa testovani krystalizace slin

Mezi jasna pozitiva téchto testii patii jednoduchy odbér vzorkt (Alagendran et al.,
2010; Radzol et al., 2012) a snadna proveditelnost testu (Biel Casals, 1968; Barbato et al.,
1993; Guida et al., 1993), takze si ho kazda Zzena mize udé€lat sama (Galati et al., 1994; Braat
et al., 1998). Tento zpisob testovani je velice rychly (Bensinger, 2003), bezpe¢ny (Guida
et al., 1993) a zaroven relativné levny (Braat et al., 1998), jelikoz pomérné vyssi pofizovaci
cena mini-mikroskopu je vyvazena moznosti opakované¢ho pouzivani po dobu cca 1 roku
(zivotnost je omezena kapacitou baterie pro podsviceni mikroskopu) (Bensinger, 2003).
pouzivané testovani moci, a 1ze ho provadet vSude.

Negativem testu je moznost jeho vyuziti pouze u zdravych Zen s pravidelnym cyklem
(Bensinger, 2003). Pti provadéni testd je dale nutné brat v Givahu faktory, které mohou
krystalizaci a tim padem 1 vysledky testi ovlivnit (viz kapitola 3.7 Faktory ovliviiujici

krystalizaci slin).

3.6 Krystalizace slin jako neinvazivni metoda pro monitoring
reprodukéniho stavu u zvirat

Kromé lidi byla krystalizace slin studovana u pst plemene bigl (Pardo-Carmona et al.,
2010), skotu holstynského plemene (Skalova, 2011; Skalova et al., 2012; Skalova et al., 2013)
a velbloudt dvouhrbych (Camelus bactrianus) (Haberova, 2010; Kajzrova, 2011), a to pouze
za UCelem monitoringu reprodukéniho stavu a vyhledavani vhodného obdobi k pafeni.
U vSech téchto zvifat byla krystalizace slin potvrzena. Celkové vsak lze fici, ze krystalizace
slin u zvitat neni ptili§ prozkoumanym tématem a je doporucovan jeji dalsi vyzkum (Skalova,

2011; Skalova et al., 2013).

3.6.1 Odbéry slin a provadéni testii

U zvifat byly vzorky slin pro sledovani krystalizace odebirany bud’ pfimym otiskem
jazyka zvifat na zmrazena podlozni sklicka (Pardo-Carmona et al., 2010) nebo sbérem slin
pfimo z tlamy a nanesenim na podlozni sklicka (Pardo-Carmona et al., 2010; Kajzrova, 2011;
Skalova, 2011; Skalova et al., 2013). Néasledn¢ byly vzorky ponechdny na vzduchu
piipokojové teploté, aby zaschly, a pak byly okamzit¢ mikroskopovany pomoci béznych
mikroskopt (Pardo-Carmona et al., 2010; Kajzrova, 2011; Skalova, 2011; Skalova et al.,

2013). Béhem mikroskopovani byly jednotlivymi autory pouzity rizné hodnoty zvétSeni.
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Pardo-Carmona et al. (2010) uvadi zvétseni x100, Kajzrova (2011) x300, Skalova (2011)
a Skalova et al. (2013) x400.

3.6.2 Hodnoceni krystalizace slin

Pardo-Carmona et al. (2010) rozlisuji pouze zakladni typy krystalizace: 0 — zadna, 1 —
CasteCna krystalizace (C¢astecné krystaly s malym i velkym rozsifenim) nebo Uplna jedlovita
krystalizace, 2 — Gplna kaprad’ovita krystalizace, ktera by méla znacit plodné dny.

Kajzrova (2011) hodnoti krystalizaci velmi komplexnim zptisobem a bere v ivahu typ,
zbobtnalost a rozpadlost krystalizace, kvalitu roztéru a pokryti podloZniho skli¢ka krystaly.
Rozeznava 3 zakladni typy krystalizace — vétvickovitou, jedlovitou a kaprad’ovitou a jejich
kombinace, dale atypickou, miizkovanou a teCkovanou krystalizaci. Zbobtnalost krystalizace
hodnoti 3 stupni od nezbobtnalé, pifes mirné zbobtnalou, po velmi zbobtnalou. Z pohledu
celistvosti (rozpadlosti) deli krystalizaci na celistvou, mirn¢ rozpadlou, a rozpadlou
(perlickovitou). Kvalita roztéru byla Kajzrovou (2011) hodnocena jako dobra, horsi, nebo $lo
0 kontaminovany vzorek. Pokryti krystaly bylo klasifikovano dle Sbodové stupnice od velmi
fidkého po krystalizaci vyskytujici se po témet celém roztéru.

Skalova (2011) rozliSuje stejné typy krystalizace jako Kajzrova (2011) vyjma
miizkované krystalizace. Dle tloustky déli krystaly do 3 kategorii — tenké, stiedné silné
asilné. Stejn¢ tak rozeznava 3 kategorie 1 u hodnoceni celistvosti — krystaly celistvé,
Skalova (2011) bere v tvahu i kvalitu vzorku a vzorky déli na ty s dobrou kvalitou,

kontaminované vzorky a vzorky s piilis tenkou vrstvou slin.

3.6.3 Spolehlivost test zaloZenych na krystalizaci slin

Pardo-Carmona et al. (2010) pozorovali zmény v krystalizaci slin béhem fijového
cyklu u 6 fen plemene bigl. Bylo zjiSténo, ze sliny fen krystalizovaly pouze b&hem folikularni
faze cyklu (proestru a estru), zatimco béhem diestru se krystalizace slin u fen vibec
nevyskytovala.

Krystalizace slin fen se béhem folikuldrni faze cyklu ménila postupné od zadné, ptes
typ 1 az po typ 2. Krystalizace se objevovala n€kolik dni pied a po optimalni dobé pro pareni
a trvala celkem asi 7 dni. Uplna krystalizace se vyskytovala v souhfe s maximalni hladinou
estrogentl, dva dny pied LH vilnou a 4 dny pied ovulaci. Poté pietrvavala 2-3 dny a vymizela
ve chvili, kdy hladina progesteronu, ktery ji tlumi, dosdhla primérné krevni hladiny

2,5 ng/ml. Pardo-Carmona et al. (2010) dale nalezli pozitivni korelaci mezi krystalizaci slin

28



a vaginalni cytologii, ale jeji hodnota byla velmi nizka. To by vSak mohlo byt ddno malym
mnozstvim testovanych zvirat.

Pardo-Carmona et al. (2010) nepovazuji metodu sledovani krystalizace slin k detekci
plodnych dnti u fen za adekvatni a dle nich Ize tuto metodu pouzivat pouze jako doplnék
K jinym metodam detekce fije, napt. k cytologii vaginalnich buné¢k. K podobnym zavérim
dospélo mnoho autorti vénujicich se stejné problematice u lidi (viz kapitola 3.5.3 Spolehlivost
testll zalozenych na krystalizaci slin).

Kajzrova (2011) a Skalova et al. (2012) pozorovali u jimi zkoumanych zvitat vSechny
typy krystalizace, které rozliSovali. Skalova et al. (2012) dale zaznamenali jeji zmény béhem
reprodukéniho cyklu skotu. V dobé umélé inseminace se u krav objevovala vétvickovito-
jedlovita a vétvickovito-jedlovito-kaprad'ovita krystalizace, které pievazovaly az do 16. dne
po inseminaci, nehledé¢ na zabfeznuti. Od 16. do 20. dne od inseminace se nejcastcji
vyskytovala krystalizace jedlovita (Skalova, 2011). Mezi 20. a 29. dnem po inseminaci byl
nalezen statisticky vyznamny rozdil v krystalizaci slin mezi bfezimi a nebfezimi samicemi.
U biezich krav ptevazovala krystalizace vétvickovitd ¢i jeji uplna absence, zatimco
u nebtezich se vyskytovaly slozitéjsi typy krystalizace. Skalova et al. (2013) uvadi, Zze pomoci
krystalizace slin je mozné detekovat ¢asné faze brezosti u skotu, ale tuto metodu povazuji
za nepiilis proveditelnou v praxi.

Kajzrova (2011) krom¢ 2 velbloudich samic testovala i 1 mladé a 1 samce, pfiCemz
U obou také pozorovala krystalizaci slin. Vzhledem k malému mnozstvi testovanych zvirat
Kajzrova (2011) ze svych vysledk nevyvozuje, zda je krystalizace slin u samic velblouda

dvouhrbych v n¢jakém vztahu s ovulaci ¢i reprodukénim cyklem jako takovym.

3.6.4 Pozitiva a negativa testovani krystalizace slin

Testovani krystalizace slin je neinvazivni, pomérné¢ jednoduSe interpretovatelna
metoda, ktera nevystavuje zvifata zbyte¢nému stresu (Pardo-Carmona et al., 2010). Tuto
levnou (Skalova et al., 2013) a jednouchou metodu lze provadét i u témét neochocenych

zvitat a bez dohledu veterinare (Skalova, 2011; Skalova et al., 2012).

3.7 Faktory ovlivitujici krystalizaci slin

Mezi faktory, které mohou ovliviiovat krystalizaci slin, byla u lidi studovana rtizna
onemocnéni (Andonopoulos et al., 1992; Maragou et al., 1996; El-Miedany et al., 1999;
Denisov et al., 2005; Denisov et al., 2006; Radzol et al., 2012), vliv inhibi¢nich proteint
(Verdier, 1993), jidla, piti, koufeni (Galati et al., 1994; Fehring a Gaska, 1998; Bensinger,
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2003) a u Zen je$té hormonalni poruchy (Guida et al., 1993; Fehring a Gaska, 1998;
Bensinger, 2003), 1écba klomifen citratem (Pattanasuttinont et al., 2007), t&hotenstvi
¢i menopauza (Kullander a Sonesson, 1965).

U osob se Sjogrenovym syndromem byly pozorovany odlisné typy krystalizace,
nez U osob zdravych. El-Miedany et al. (1999) u zdravych jedinci popisuji béznou
krystalizaci slin jako geometrickou. U nemocnych osob se podle nich vyskytuje krystalizace
podobna sobim parohtim a ma vétsi tloustku. Krystalizaci ve tvaru sobich parohlt zminuji
U pacientti se Sjogrenovym syndromem i Andonopoulos et al. (1992).

Ve slinach byly dale detekovany 4 typy inhibi¢nich proteint, které zamezuji vzniku
krystalizaénich jader a rastu krystald fosforeCnanu vapenatého (Verdier, 1993),
coz potencialné také miZe ovliviiovat krystalizaci slin.

Béhem studie Alagendran et al. (2010) zamétené na biochemii lidskych slin, ktera
zahrnovala i krystalizaci, byly testované osoby pozadany o zdrzeni se od koufeni
a konzumace alkoholu béhem studie. To vSak bylo pravdépodobné zejména z divodu
testovani biochemickych parametri. EI-Miedany et al. (1999) béhem svych pokusi rozlisuji
osoby, které byly a nebyly testovany nala¢no. Nala¢no testy provadi i Pattanasuttinont et al.
(2007) a to proto, ze veskeré latky piitomné jak v napojich, tak v jidle mohou zpusobit zménu
poméru vody, soli a dalSich komponentd slin (Guida et al., 1993). Galati et al. (1994)
se domnivaji, ze u Zen, které jedly hodinu pied provedenim testu, mohla tato skutecnost
ovlivnit prub¢h krystalizace slin a vytvofit faleSné negativni vysledky. Bensinger (2003) sice
uvadi, ze test je mozné ud¢lat kdykoli, ale doporucuje ho provadét rano nalacno popiipadé 1-2
hodiny po poziti jakéhokoli jidla ¢i napoje nebo koufeni. Béhem pokust, které provadéli
Fehring a Gaska (1998) bylo pozadovano, aby testované osoby nepily, nejedly a nekoufily
celé 2 hodiny pfed odebirdnim vzorkd.

Pohlavni hormony, zejména estrogeny, maji snejvétsi pravdépodobnosti
na krystalizaci slin uréity vliv (Guida et al., 1993; Alagendran et al., 2007; Alagendran et al.,
2010) a proto jsou hormonalni poruchy souvisejici se zménami hladin téchto hormonti jednim
z dalSich faktori. Obézni Zeny mohou mit vyS§i hladiny estrogenti zpiisobené jejich
hromadénim v tukové tkani, coz by mohlo ovliviiovat vysledky testi. Stejné tak u Zen
s nepravidelnym cyklem, u kterych mohou byt tyto problémy zplUsobené hormondlnimi
disbalancemi, by mohly mit tyto disbalance vliv na vysledky testt (Bensinger, 2003). S touto
problematikou souvisi 1 uzivani klomifen citratu, ktery je vyuzivan ke stimulaci cyklu u Zzen
a zpusobuje zmény v krystalizaci slin. Ta pak zcela viibec nesouvisi s prubéhem ovulace,

coz by mohlo byt dano tim, ze klomifen citrat ma antiestrogenni vlastnosti (Pattanasuttinont
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etal., 2007). Problematika zmén krystalizace u téhotnych zen a Zen po menopauze byla
vysvétlena v kapitole 3.5.3 Spolehlivost testl zaloZzenych na krystalizaci slin.

Problematiku faktord, které mohou ovliviiovat vysledky krystalizace slin u lidi, shrnuji
napf. Rotta et al. (1992).

U zvifat nebyla problematika faktort ovliviiujicich krystalizaci slin a jeji
vyhodnocovani dosud pfili§ prozkoumana. Z faktorti byly testovany pouze barveni krystali
(Skalova et al., 2012), kvalita vzorku (Kajzrova, 2011), tloustka nanesené vrstvy slin a doba
skladovani pifi pokojové teploté (Skalova, 2011). Stejné jako u lidi je nutné brat v uvahu
I moznou zménu poméru vody, soli a dalSich komponentti slin a tim i jejich krystalizace
po napojeni ¢i nakrmeni zviiete. Z tohoto diivodu by neméla byt zvitatiim nabizena pti odbéru
vzorkli potrava. Nékdy vSak, zejména u jen Castecné ochocenych zvitat, neni jind moznost
a odbér slin je provadén za souCasného poddni odmény jako naptf. béhem experimentu
Kajzrové (2011).

Skalova et al. (2012) testovali sledovani krystalizace za pomoci barviva Giemsa, které
mélo usnadnit nalezeni krystald. To se vSak ukdzalo jako kontraproduktivni, jelikoz
se piednostné barvily necistoty a krystaly byly mén¢ viditelné (Skéalova, 2011).

Béhem pokusii Skalové et al. (2012) bylo dale potvrzeno, Ze kvalita vzorku ma vliv
na mnozstvi vzniklych krystali. Tento fakt se vS8ak béhem vyzkumu Kajzrové (2011)
nepotvrdil.

Dle Skalové (2011) ma na krystalizaci vliv i tloustka nanesené vrstvy slin, pfi¢emz
Vv siln€j$i vrstvé je snazsSi nelézt krystaly. Doba skladovani nema podle autorky na kvalitu
vzorku vliv a vzorky lze skladovat nékolik mésict pii pokojové teploté. Skalova (2011) dale
potvrzuje vztah mezi kvalitou vzorki a hustotou krystalti. Cim kvalitngj§i vzorek byl, tim byla

krystalizace vice roz§ifena.
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4 Material a metody

Prace byla vytvofena v souladu s Presnymi pokyny pro psani diplomovych praci
na FAPPZ (FAPPZ, 2014a). Odborna literatura a dal$i informac¢ni zdroje byly citovany
dle Zavaznych pravidel tvofeni citaci a seznami pouzité literatury pro FAPPZ, CZU v Praze
(FAPPZ, 2014b). Taxonomické nazvy zvitat byly pievzaty z databaze Integrated Taxonomic
Information System (ITIS, 2015).

4.1 Literarni reSerse

Literarni reSerSe vychazi z védeckych praci a ¢lanka nalezenych prevdzné v databdzi
Web of Science a zabyvajicich se problematikou souvisejici s tématem této diplomové prace.
Publikace byly vyhledavany dle nasledujicich klicovych slov: orangutan (orangutan), sliny
(saliva), krystalizace (crystallization, ferning), arborizace (arborization), detekce tije (oestrus
detection), detekce biezosti (pregnancy detection), ovulace (ovulation), faktor (factor)

a dalsich.

4.2 Zvirata

4.2.1 Monitoring cyklu a brezosti pomoci krystalizace slin u orangutani bornejskych

Sliny pro testovani monitoringu cyklu a bfezosti pomoci jejich krystalizace byly
odebirany od tfi samic orangutana bornejského (Pongo pygmaeus) chovanych v zoologickych
zahradach Dvir Kralové (n = 1) a Usti nad Labem (n = 1) v Ceské republice a v zoologické
zahradé Bojnice (n = 1) ve Slovenské republice.

Vsechny samice byly od pocatku vyzkumu pohlavné dospélé, vSechny jiz mély
V minulosti mladé¢ a vSechny v dobé vyzkumu o své posledné narozené¢ mladé pecovaly.

Detailni informace o samicich lze nalézt v Tabulce 1 a jejich fotografie v Ptiloze 1.

Tabulka 1: Detailni informace o samicich orangutana bornejského zahrnutych do vyzkumu

Z00 Jméno samice | Datum narozeni | Zdravotni stav | Kontakt se samcem
Bojnice Nanga 29. 1. 1995 dobry Ano
Dvir Kralové  |Zaneta 29. 6. 1976 dobry Ne
Usti nad Labem |Nuninka 1987" dobry Ano

! Samice byla odchycena v piirodé jako mladé. Jde pouze o odhadovany rok narozeni, ale dle Ing. Petry
Padalikové z tistecké zoo se samice narodila pravdépodobn¢ diive (Padalikova, 2014).
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Kazdodenni zéklad krmné davky samic byl velmi podobny ve vSech zoo a skladal
se zejména z ovoce a zeleniny. Dale byly samicim podavany doplitkové druhy krmiv,
napf. vejce, maso, mlécné vyrobky a dalsi, jejichz podavani se liSilo mezi jednotlivymi zoo.
Orienta¢ni krmné davky samic jsou uvedeny v Ptiloze 2.

Management reprodukce se u jednotlivych zoo liSil. V zoologické zahradé Bojnice
byli samec se samici spojeni kazdy den pouze v dopolednich hodindch a béhem odpoledne
a noci byli drzeni oddélené. Samice pravidelné cyklovala a byla u ni pozorovana menstruace,
o které si personal zoo vedl zaznamy. V dobé piedpokladané fije byla samice drzena spolu
se samcem nepretrzité. Samice v dobé vyzkumu odchovavala své prvni mladé. V zoologické
zahradé¢ Dvur Kralové byla v pribéhu vyzkumu chovana pouze samice s mladétem (jeji jiz
Sesté mlade) a tim padem samice nebyla v kontaktu se Zddnym samcem. Vzhledem k vys$Simu
véku samice a vzhledem k tomu, Ze u ni nebyla pozorovana menstruace, nebylo na pocatku
vyzkumu jisté, zda samice pravidelné cykluje. V zoologické zahradé Usti nad Labem byli
samec se samici spojeni denné od 7:00 do 16:00-17:00 dle ro¢niho obdobi. Na noc byli drzeni
oddélené. Tento rezim byl neménny. Piestoze nebyla u samice nikdy pozorovana menstruace,
piedpokladalo se, Ze pravidelné cykluje, jelikoz samice v poslednich letech pravidelné rodila
(béhem vyzkumu odchovavala své jiz ctvrté mlade).

Aktualni reprodukéni stav samic V zoologickych zahradach v Bojnicich a v Usti
nad Labem byl zjistovan pravidelnym provadénim téhotenského testu GS Mamatest 10
(Green-Swan Pharmaceuticals CR, a.s.) v intervalu jednoho mésice, a to vzdy provedenim
dvou testd, aby byl vysledek spolehlivy. Vzhledem Kk jiz déletrvajicimu vyfazeni
kralovédvorské samice z reprodukce, nebyla tato samice na pocatku vyzkumu biezi a detekce
brezosti se u ni béhem vyzkumu neprovadéla.

U samice ze zoologické zahrady v Bojnicich byly dale vyuZity zaznamy chovateli
0 jeji menstruaci a pafeni se samcem. Z peti mésicl, ve kterych vyzkum probihal, byla
menstruace pozorovana tfikrat a viditelné krvaceni trvalo vzdy 1-2 dny. Prvni den, kdy bylo
krvaceni pozorovano, byl povazovan za prvni den cyklu. Z téchto zdznamu bylo vypocteno,
ze menstruacni cyklus samice trval primérné 28 dni, coz odpovida primérné délce Zenského
menstruaéniho cyklu (La Marca et al., 2006). Doba ovulace byla dle dostupnych zdroju
zaméfenych na lidskou reprodukci (Graham, 1981; Alagendran et al., 2010) odhadnuta na 13.-
14. den cyklu. Vzhledem k tomu, Ze reprodukéni stav v dobé odbéru vzorki byl timto
zpusobem uren pouze pifiblizné, byla zvolena delsi Casova perioda povazovana za plodné
dny, ktera byla stanovena na 8.-19. den cyklu (Arévalo et al., 1999). Ostatni dny v ramci
cyklu byly brany jako neplodné.
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4.2.2 Faktory ovlivitujici krystalizaci slin u velbloudi dvouhrbych

Vzorky slin pro testovani faktorti, které mohou krystalizaci slin ovliviiovat, byly
odebirany od jednoho samce a dvou samic velblouda dvouhrbého (Camelus bactrianus)
chovanych v zoologické zahradé v Praze v Ceské republice.

VSichni jednici velblouda dvouhrbého byli na pocatku vyzkumu pohlavné dospéli
a byli po celou dobu vyzkumu drzeni ve spoleéném vyb&hu. Informace o jedincich uvadi
Tabulka 2 a jejich fotografie 1ze nalézt v Ptiloze 1.

Vsechna zvitata méla stejnou krmnou davku skladajici se ze sena ad libitum, zelené

pice a doplnkové granulatu pro bylozravce C a mrkve. Ptistup k vodé méla ad libitum.

Tabulka 2: Detailni informace o velbloudech dvouhrbych zahrnutych do vyzkumu

Pohlavi Jméno Datum narozeni
Samec Jepe 20. 4. 2002
Samice Andy 29. 1. 1993
Samice Jolanda 9. 3.1997

4.3 Odbér slin

4.3.1 Monitoring cyklu a biezosti pomoci krystalizace slin u orangutani bornejskych

Na pocatku vyzkumu bylo do kazdé zoo pro odbér slin dodano: 100 novych cCistych
podloznich sklicek (brouSenych ¢&i fezanych dle zamysSlené metody odbéru slin),
100 plastovych napojovych michatek, 100 plastovych 1zicek, lihova fixa na popis podloznich
sklicek a 3 boxy pro skladovani a transport sklicek (pro ulozeni 50 ¢i 100 ks). Do zoologické
zahrady v Bojnicich byla béhem vyzkumu dodana jedna sada brousenych podloznich sklicek
navic. Odbérovy material a boxy jsou zobrazeny na Obrazcich 2 a 3.

Odbér vzorka probihal v nasledujicich terminech: zati-listopad ve Dvote Kralové,
zati-prosinec v Usti nad Labem, zéti-leden v Bojnicich.

Ve Dvote Kralové byly vzorky slin odebirany osettovatelkami denné otiskem jazyka
samice na brouSena podlozni sklicka se zkosenymi hranami ¢i seSkrabnutim slin pomoci
skli¢ek z vnitini strany pyskd. V Bojnicich byly sliny odebirany osetiovatelkami kazdy den
pomoci 1zicky z vnitini strany pyskl ¢i jazyka. Pravidelny denni odbér vzorkl se ukazal jako
velmi obtizny u samice chované v Usti nad Labem, u které byly vzorky slin odebirany
nepravideln€ zejména stérem plivancil, vyjimecné oliznutim podloZzniho sklicka, odbérem slin

z tlamy pomoci plastovych 1Zi¢ek nebo vatovych tyc€inek.
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Obrazek 2: Odbérovy material (foto: autor) Obrazek 3: Boxy na podlozni sklicka

4.3.2 Faktory ovliviiujici krystalizaci slin u velbloudi dvouhrbych

Vzorky slin od velbloudti dvouhrbych ur¢enych pro stanovovani faktort, které mohou
ovlivnit krystalizaci slin, byly oSetfovatelem odebirany namatkové ve vétSim mnozstvi
V terminech 16. 9. 2014, 29. 9. 2014 a 6. 10. 2014, a to vZdy od samce a jedné samice.

Produkce slin byla u zvifat stimulovana podavanim suchého chleba béhem odbéru
vzorkli (Haberova et al., 2012). Sliny byly ziskavany odbérem piimo z tlamy zvirat, konkrétné
z jazyka.

K odbéru vzorkti byly jednorazové pouzivany cisté plastové 1zice a plastova michatka
na napoje (viz Obrazek 2 v kapitole 4.3.1 Monitoring cyklu a biezosti pomoci krystalizace
slin u orangutanii bornejskych). Odbér slin byl provadén zadni ¢asti drzatka umélohmotnych
1zic, odkud byly sliny pfesunuty pomoci plastového michatka na napoje do zkumavek
(Haberova et al., 2012) s inicialami jmen zvitat. Ve zkumavkach byly vzorky slin okamzité
pfevezeny do laboratofe Katedry chovu zvifat a potravinaistvi v tropech (KCHZPT) na Ceské

zemédélské univerzité (CZU) v Praze a ihned zpracovany.

4.4 Zpracovavani vzorku

4.4.1 Monitoring cyklu a biezosti pomoci krystalizace slin u orangutani bornejskych

Ihned po odbéru, pokud nebyl odbér proveden oliznutim brouseného podlozniho
sklicka, byly sliny naneseny a rozetieny na podlozni sklicko. Poté se podlozni sklicko
se vzorkem slin oznacilo datem odbéru vzorku, nechalo se zaschnout pii pokojové teploté
po dobu piiblizné¢ 15 minut a bylo pfesunuto do boxu pro uchovavani podloznich sklicek.
V téchto boxech pak byly vzorky v intervalu ptiblizné jednoho mésice dovazeny ¢i zasilany
postou na CZU v Praze k vyhodnoceni v laboratotich KCHZPT, CZU v Praze.
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4.4.2 Faktory ovliviiujici krystalizaci slin u velbloudi dvouhrbych

Vzorky slin byly nanaSeny na fadn¢ omytd, osusend a lihem oSetiend podlozni sklicka.
Nasledn¢ bylo kazdé podlozni sklicko oznaceno inicidlami zvifete, testovanym faktorem
a ¢islem vzorku.

Byly vybrany nasledujici faktory potencialné ovliviwjici krystalizaci slin: vrstva
nanesené¢ho materidlu, teplota pii zasychani vzorki slin a zména koncentrace slin (fedéni
vzorki a ptidavek soli).

Jako kontrola slouzily vzorky slin nanesené na podlozni skli¢ka a zaschlé pii pokojové
teploté ve stiedné tlusté vrstvé (naneseni slin plastovym napojovym michatkem pomoci dvou
stérd, kazdy vzdy z jedné strany michatka). Celkem bylo vytvofeno 10 kontrolnich vzorka
se slinami samice a 10 se slinami samce a to vZdy z kazdého jednotlivého odbéru slin.

Nejprve bylo testovano, zda vrstva naneseného materialu muize ovlivnit prabéh
krystalizace. Vzorky slin byly nanaSeny na podloZni sklicka pomoci nadpojovych michatek
ve vrstvé slabsi (velice tenky roztér, pouze 1 stér michatka) a siln¢jsi (silny roztér, 3 stéry
michatka), nez byla stfedné¢ tlustd vrstva u kontrolnich vzorkad. Vzdy bylo provedeno
10 opakovani pro kazdou z téchto dvou tlousték vrstvy a to se slinami jak samce, tak i samice
(celkem 40 vzorki). Tyto vzorky byly po zaschnuti porovnany s kontrolnimi vzorky
pochézejicimi ze stejné¢ho odbéru slin.

Druhym testovanym faktorem byla teplota pii zasychani vzorkl. Byly testovany
vzorky se stfedn¢ tlustou vrstvou slin zasychajici pti nizsi a vyssi teploté, nez byla pokojova
teplota (t = 21 °C). Prvni ¢ast vzorku byla po naneseni slin piesunuta k zaschnuti do lednice
(t= 4 °C) a druha ¢ast se nechala zasychat na viku nadoby naplnéné horkou vodou
(t=65°C). Vzdy bylo provedeno 10 opakovani pro kazdou z téchto teplot a to se slinami
jak samce, tak i samice (celkem 40 vzorku). Tyto vzorky byly po zaschnuti porovnany
S kontrolnimi vzorky pochéazejicimi ze stejného odbéru slin.

Nasledovaly zmény koncentrace slin jako dal$i mozny faktor ovliviiujici krystalizaci,
pficemz jako prvni se provadélo fedéni vzorki. Byl pouzit vzorek slin o objemu 1 ml, ktery
byl pomoci stiikacky ptenesen do Petriho misky. Poté byla ke vzorku piidana destilovana
voda o objemu 0,2 ml a obsah misky byl promichan pomoci napojového michatka. Smés slin
a destilované vody byla nanesena ve stiedné silné vrstvé na podlozni sklicka a ponechana
zaschnout pii pokojové teploté. Bylo vytvoreno 10 vzorkl se slinami samce a 10 se slinami
samice (celkem 20 vzorkt). Nasledné byly tyto vzorky porovnany s kontrolnimi vzorky

pochazejicimi ze stejného odbéru slin.
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Dale byl testovan pridavek soli do vzorku slin. Stejné jako u testovani vlivu fedéni byl
pouzit vzorek slin o objemu 1 ml, ktery byl pomoci stiikacky vlozen do Petriho misky. Poté
byla ke vzorku pfidana Cista kuchynska sul (NaCl) v mnozstvi 0,5 g aobsah misky byl
promichan pomoci napojového michatka. Poté byla smés slin a soli nanesena ve stiedné silné
vrstvé na podlozni sklicka a ponechdna zaschnout pii pokojové teploté. Bylo vytvoieno
10 vzorkd se slinami samce a 10 se slinami samice (celkem 20 vzorki). Tyto vzorky byly dale

porovnany s kontrolnimi vzorky pochazejicimi ze stejného odbéru slin.

4.5 Vyhodnocovani vzorki

Vzorky orangutanich i velbloudich slin byly vyhodnocovany pomoci svételného
mikroskopu se zvétsenim x400. Vyhodnoceni kazdého vzorku bylo zaznamenano Slovnim
popisem a vyfotografovanim vzorku pod mikroskopem.

Vyhledavani krystali bylo provadéno systematicky po celém podloznim sklicku
a krystalizace byla klasifikovana lehce modifikovanym systému hodnoceni, ktery byl
v minulosti pouzit u skotu (Skalova, 2011; Skalova et al., 2012; Skalova et al., 2013)
a velbloudi dvouhrbych (Haberova, 2010; Kajzrova, 2011). U vSech vzorka byla hodnocena
nasledujici kritéria: typ krystalizace, celistvost, tloustka a vyskyt krystald, kvalita vzorku.

Byly rozpoznavany 3 zakladni typy krystalizace — vétvickovita, jedlovita
a kaprad’ovita (viz Obrazek 4) a jejich kombinace (viz Tabulka 3). Celistvost krystalizace
i tloustka krystalti byly hodnoceny ve tiech stupnich. Celistvost krystalizace: 1 — celistva, 2 —
mirné rozpadla, 3 — rozpadla krystalizace. Tloustka krystalti: 1 — tenké, 2 — stfedni, 3 — silné
krystaly. Vyskyt krystald byl hodnocen nasledovné: 10 — velmi fidky, 20 — fidky, 30 — Casty,
40 — velmi cCasty, 50 — vyskyt téméf po celém roztéru. Kvalita vzorkli byla hodnocena jako

dobré ¢i Spatnd v ptipad€é kontaminace (napf. potravou) nebo pfili§ tenké ¢i silné vrstvy slin.

Obrazek 4: Vétvickovitd, jedlovita a kaprad’ovitd krystalizace (foto: autor)
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Tabulka 3: Typy krystalizace

Typ krystalizace Zkratka

zadna 0
vétvickovita V
vétvickovito-jedlovita VJ
vétvickovito-kaprad’ovita VK
jedlovita J
jedlovito-kaprad’ovita JK
kaprad’ovita K
vétvickovito-jelovito-kapradovita VIK

U vzorkll od orangutanich samic bylo déle rozliSovano, zda jde o krystalizaci znacici
neplodné dny (N), tranzitni periodu (T) ¢i plodné dny (P). Metodika vychdzela ze studii
krystalizace lidskych slin (Barbato et al., 1993; Galati et al., 1994; Fehring a Gaska, 1998;
Pattanasuttinont et al., 2007) a slin fen (Pardo-Carmona et al., 2010). Obrazek 5 ukazuje
krystalizaci slin béhem téchto obdobi.

Obriazek 5: Krystalizace znacici neplodné dny, tranzitni periodu a plodné dny (foto: autor)

4.6 Vyhodnocovani vysledku

4.6.1 Monitoring cyklu a biezosti pomoci krystalizace slin u orangutani bornejskych

Vysledky krystalizace slin orangutanich samic mély byt zpétné srovnavany
s reprodukénim stavem zvifat v daném obdobi (napf. dle informaci chovatelli, potvrzeni
brezosti t¢hotenskym testem, zaznamenani menstruace atd.).

Vsechny téhotenské testy provedené b&hem vyzkumu na samicich v Usti nad Labem
a Bojnicich byly negativni. JelikoZz ani jedna z testovanych samic béhem vyzkumu nezabitezla,

nebylo mozné sledovat krystalizaci slin béhem biezosti.
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V zoologickych zahradach Usti nad Labem a Dviir Kralové nebyla u samic ani jednou
pozorovana menstruace ¢i jiné priznaky cyklu. Jedind zoo, ktera poskytla informace

0 menstruac¢nim cyklu samice, byla zoologické zahrada v Bojnicich.

4.6.2 Faktory ovlivitujici krystalizaci slin u velbloudi dvouhrbych

Vliv faktori byl vyhodnocen na zaklad¢ zmén, které nastaly u vzorka testujicich dané

faktory v porovnani s kontrolnimi vzorky.

4.7 Analyza dat

Veskeré informace ziskané z vyhodnocovani vzorkl byly uspotadany do tabulek, které
byly nasledné zpracovany v programu Statistica CZ 12 program (StatSoft, Inc., 2013).
Pro vSechny vypocty byla stanovena hladina vyznamnosti a = 0,05 a vSechny vypoctené
hodnoty byly zokrouhleny na dvé desetinna mista. K analyzam dat byly vyuzity tabulky

cetnosti, kontingen¢ni tabulky a Pearsontiv chi-kvadrat test.
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5 Vysledky

5.1 Monitoring cyklu a biezosti pomoci krystalizace slin u orangutant
bornejskych

Celkem bylo ziskano a vyhodnoceno 246 vzorku slin orangutanich samic — 11 z Usti
nad Labem, 94 ze Dvora Kralové a 141 z Bojnic. Z celkového mnozstvi vzorki byla
krystalizace slin pozorovana na 153 vzorcich (62,20 %) — 7 z Usti nad Labem (63,64 %
z ptivodnich 11), 57 ze Dvora Kralové (60,64 %) a 89 z Bojnic (63,12 %). Vzhledem k tomu,
7e 7adna ze samic béhem vyzkumu nezabiezla, vSechny vzorky pochazely od nebfezich
samic.

Z 93 vzorki (37,80 % z celkového poctu vzorki), na kterych nebyla krystalizace slin
pozorovana, se na 64 vzorcich (68,82 % z 93 vzorkll) nevyskytovaly zaddné krystaly
a u zbylych 29 vzorki (31,18 %) bylo vyhodnoceni znemoZnéno silnou kontaminaci €1 ptilis
silnou vrstvou slin, kterou nebylo mozné zaostfit.

Mezi samicemi nebyl nalezen Zadny statisticky vyznamny rozdil v typech krystalizace
stupnice vétvickovita-jedlovita-kaprad’'ovitd (VJIK), celistvosti a hustot¢ pozorovanych
krystald (p > 0,05). Frekvence vyskytu pozorovanych typt krystalizace ze stupnice VIK

od vSech samic spole¢né zobrazuje Tabulka 4.

Tabulka 4: Pro vSechny samice spole¢né hodnoceny vyskyt typu krystalizace VIK

Typ krystalizace | Cetnost [pocet vzorkii] | Rel. &etnost z celkového poétu 246 vzorki [%6]

\% 103 41,87

J 16 6,50

VK 12 4,88

VJ 10 4,07

K 8 3,25

JK 2 0,81

VIK 2 0,81

Pozorované krystaly byly ve vét§in€ piipadl bud’ celistvé (62 vzorkd; 40,52 %
z celkového poctu 153 vzorkd, na kterych byla nalezena krystalizace) nebo mirné rozpadlé
(56 vzorki; 36,60 %). Vzorkl s rozpadlou krystalizaci bylo méné (35 vzorkt; 22,88 %).

U vétSiny vzorkl (101 vzorkt; 66,01 % z celkového poctu 153 vzorki, na kterych byla
nalezena krystalizace) se krystaly vyskytovaly téméf po celém roztéru (hodnota hustoty 50).
Na 23 vzorcich (15,03 %) byl vyskyt krystali hodnocen jako casty (hodnota 30)
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ana 13 vzorcich (8,50 %) jako velmi casty (hodnota 40). Pouze 9 vzorkd (5,88 %)
vykazovalo tidky vyskyt krystalti (hodnota 20) a 7 vzorkl (4,58 %) jejich velmi fidky vyskyt
(hodnota 10).

Naopak statisticky vyznamné se samice liSily v typech krystalizace pfimo znacicich
plodné/neplodné dny a tranzitni periodu (NTP; y* =12,65; sv= 4; p = 0,01), v tloustce
pozorovanych krystaléi (y? = 42,65; sv=4; p< 0,01) a mnoZstvi kontaminovanych vzork
(4% = 45,30; sv = 4; p < 0,01). Informace o vyskytu typii krystalizace NTP u jednotlivych

samic lze nalézt v Tabulce 5.

Tabulka 5: Vyskyt typti NTP krystalizace u jednotlivych samic

. v Typ krystalizace
Samice Cetnost N T P
. absolutni [pocet vzorki] 10 1 0
Nuninka ., , o

relativni z odebranych 11 vzorki [%] 90,91 9,09 0

Faneta absolutni [pocet vzorki] 42 39 9
relativni z odebranych 94 vzorki [%] 44,68 41,49 9,57

Nanaa absolutni [pocet vzorkii] 45 63 8
g relativni z odebranych 141 vzorkl [%] 31,91 44,68 5,67

U samice Nuninky byly pozorovany ve vsech piipadech pouze tenké krystaly
(7 vzorki; 100 % z celkem 7 vzorku této samice, na kterych byla nalezena krystalizace).
Tenké (33 vzorku, 57,89 % z celkem 57) a sttedné silné (21 vzorku; 36,84 %) krystaly
pievazovaly u samice Zanety, u které se silné krystaly objevily pouze u 3 vzorkd (5,26 %).
U samice Nangy byla krystalizace vétSinou tvofena stfedné silnymi krystaly (65 vzorki,
73,03 % z celkem 89) a zbytek vzorkd vykazoval bud’ tenkou (13 vzorkd; 14,61 %) anebo
silnou krystalizaci (11 vzorka; 12,36 %).

Vsech 11 vzorki ziskanych od samice Nuninky mélo dobrou kvalitu. U samice Zanety
byla vétsina vzorkd dobré kvality (88 vzorkd; 93,62 % z celkem 94), u 5 vzorki (5,32 %) byla
nanesena prili§ silnd vrstva slin, kterd neumoziovala zaostfeni, a pouze 1 vzorek (1,06 %)
vykazoval kontaminaci krmivem, ktera vSak neznemoZnila vyhodnoceni vzorku. 89 vzorki
(63,12 % z celkem 141) od samice Nangy mélo dobrou kvalitu. U 51 vzorkii Nangy
(36,17 %) byla zaznamenana kontaminace krmivem, coz u 24 z téchto vzorkli znemoznilo
vyhodnoceni krystalizace, a pouze 1 vzorek (0,71 %) nebylo mozné zaosttit kvili pfili§ silné

vrstve slin.
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U samice Nangy, u které bylo mozné¢ diky pozorovani chovateli odhadnout
reprodukéni stav v dobé odbéru vzorkl, byl zjistovan vztah plodnych/neplodnych dnti
k obéma typtim krystalizaci. V typech krystalizace VIK nebyl mezi plodnymi a neplodnymi
dny nalezen zadny statisticky vyznamny rozdil (p > 0,05), zatimco typy krystalizace NTP
se statisticky vyznamng ligily mezi plodnymi a neplodnymi dny (x* = 11,56; sv = 2; p < 0,01).
Frekvence vyskytu jednotlivych typi NTP krystalizace béhem plodnych a neplodnych dni

ukazuje Graf 1.
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Graf 1: Vyskyt jednotlivych typtt NTP krystalizace béhem plodnych a neplodnych dnii (typy

krystalizace: N — krystalizace znacici neplodné dny, T — tranzitni periodu, P — plodné dny)

5.2 Faktory ovliviiujici krystalizaci slin u velbloudi dvouhrbych

Celkem bylo vyhodnoceno 180 vzorku slin, 90 se slinami samce a 90 se slinami samic,
které byly vytvofeny z 3 odbéri sam¢ich a 3 odbéri samicich slin. Z toho byla krystalizace
pozorovana na 174 vzorcich (96,67 %), 89 vzorcich (98,89 %) od samce a 85 vzorcich

(94,44 %) od samic.
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Béhem analyz 60 kontrolnich vzorkd (30 samec, 30 samice) nebyl nalezen zadny
statisticky vyznamny rozdil v typech pozorované krystalizace, tloust'ce a celistvosti krystalti
mezi pohlavimi. NejCastéji se vyskytovaly vétvickovita (34 vzorki; 56,67 %) a vétvickovito-
jedlovita krystalizace (24 vzorku; 40,00 %). Pouze v jednom ptipadé (1,67 %) byla u samce
nalezena vétvickovito-kaprad'ovita krystalizace a na dalSim z jeho vzorkt (1,67 %) nebyly
nalezeny zadné krystaly.

Pozorované krystaly byly ve vétSin€ ptipada tenké (51 vzorki; 85,00 %). U 8 vzorka
(13,33 %) byl pozorovan stfedni stupen tloustky krystald. Silné krystaly se nevyskytly vibec.
U vice nez poloviny vzorka (32 vzorkl; 53,33 %) byly krystaly celistvé. Na 19 vzorcich
(31,67 %) se vytvotily mirné rozpadlé krystaly a 8 vzorka (13,33 %) vykazovalo rozpadlou
krystalizaci.

Vyznamné¢ se od sebe pohlavi liSila pouze v hustoté pozorovanych krystala
() =14,43; sv = 4; p < 0,01), pficemz vy§i pramérnou hodnotu hustoty pozorovanych
krystali mély samice (41,67) oproti samci (35,17).

Vsechny kontrolni vzorky samic mély dobrou kvalitu, zatimco u samce byla vétSina

vzorkil kontaminovéana (20 vzork; 66,67 %).

5.2.1 Vrstva naneseného materialu

Ani u jednoho pohlavi nebylo zjisténo, ze by vrstva nanesené¢ho materidlu méla vliv
na typ krystalizace ¢i na tloustku krystala (p > 0,05).

U samcich slin méla vrstva nanesené¢ho materialu vyznamny vliv na celistvost krystali
(% = 21,72; sv = 4; p < 0,01) na rozdil od sami&ich (p > 0,05). Bylo zjiténo, Ze u samce tento
rozdil zpusobila tenka vrstva (x> = 12,38; sv = 2; p < 0,01), ktera zapfiGinila v&t§i rozpad
krystald. U vzorkl stenkou vrstvou se primérny stupein celistvosti rovnal hodnoté 2,80
(rozpadlé krystaly). Vzorky se stfedni vrstvou vykazovaly primér 1,78 (mirné rozpadlé
krystaly). Krystaly na vzorcich se silnou vrstvou byly v pruméru také mirné rozpadlé,
ale primérna hodnota celistvosti byla nizsi — 1,50 (znacici vyssi primérny stupei celistvosti).

Presn€ naopak tomu bylo u hustoty krystald, ktera nebyla u samce vrstvou materialu
ovlivnéna (p > 0,05), zatimco u samice ano (x2 = 20,76; sv = 8; p<0,01). Tento rozdil byl
zpusoben taktéz tenkou vrstvou nanesenych slin (x2 =18,00; sv = 4; p < 0,01), diky které byla
prumérna hustota krystald niz8i. U vSech vzorki s tenkou vrstvou se vyskytovaly krystaly
pouze velmi fidce (hodnota 10). Vzorky se stfedni vrstvou mély primérnou hodnotu hustoty
krystald 28,00 (Casty vyskyt). Krystaly na vzorcich se silnou vrstvou vykazovaly v priméru

velmi fidky vyskyt krystald, pficemZ primérnd hodnota hustoty byla 14,29.
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5.2.2 Teplota pri zasychani vzorki slin

Zména teploty, pti které byly sliny ponechavany zaschnout, méla vyznamny vliv
na typ vzniklé krystalizace jak u samce (y* = 24,74; sv = 6; p < 0,01), tak samice (* = 19,45;
sv = 4; p < 0,01). U samce byl rozdil zpiisoben vyssi teplotou zaschnuti (y* = 13,73; sv = 2;
p < 0,01), zatimco u samice niz3i teplotou zaschnuti (y* = 10,04; sv = 2; p = 0,01). Bylo
zjiSténo, ze u obou pohlavi na kontrolnich vzorcich pfevazovala vétvickovito-jedlovita
krystalizace (& 90 % vzorkd, @ 80 % vzorki). Vyssi teploty u samce zpusobily zménu typu
krystalizace na ptevazné jedlovitou (70 % vzorkil). U samice doSlo ke zméné na prevazné
vétvickovitou (80 % vzorku).

Naopak zménou teploty nebyla ani u jednoho pohlavi ovlivnéna tlouStka krystalt
(p > 0,05).

U samice byl zji§tén vyznamny vliv zmény teploty na celistvost krystalii (3° = 23,65;
sv = 4; p <0,01), pticemz odlisSnou celistvost vykazovaly vzorky zasychajici pti nizsi teploté
() = 10,77; sv = 2; p<0,01). Tazpusobila u viech vzorkd zasychajicich v lednici vznik
celistvych krystald stupné 1. U kontrolnich vzorkii byla primérna hodnota celistvosti 1,8
a u vzorkli zasychajicich pfti vyssi teploté byly krystaly ve vSech ptipadech mirné rozpadlé
s hodnotou 2.

PiestoZe pfi souhrnném testovani zmény teploty jako faktoru nebyl u samce nalezen
zadny statisticky vyznamny vliv na celistvost krystala (p > 0,05), pfi porovnani kontrolnich
vzorkl se vzorky zaschlymi pii vySsi a nizsi teploté zvlast’ bylo zjisténo, ze nizké teploty
ovlivnily celistvost krystalii i u samce (x> = 6,67; sv = 2; p = 0,04). Stejné jako u samice byly
krystaly vSech vzorkl zaschlych pii nizsi teploté celistvé, hodnocené stupném 1. Primérna
celistvost dosahovala u kontrolnich vzorkti hodnoty 1,6 a uvzorkiti zaschlych pti vyssi
teploté 1,1.

Vyznamny vliv méla zména teploty na mnozstvi (hustotu) vzniklych krystalti
jak u samce (x* = 30,00; sv = 2; p < 0,01), tak i samice (¥* = 29,71; sv = 6; p < 0,01). U samce
byl rozdil zptGsoben vyssi teplotou (x* = 20,00; sv = 1; p<0,01), kterd snizila hustotu
pozorovatelnych krystali. VSechny kontrolni vzorky a vzorky zaschlé pii nizsi teploté
vykazovaly u samce stupenn hustoty 50 (vyskyt téméf po celém roztéru), zatimco vSechny
vzorky zaschlé pfi vyssi teploté vykazovaly stupen hustoty 40 (velmi Casty vyskyt). U samice
mélo na hustotu krystalii vliv jak zvyseni (x> = 20,00; sv = 2; p < 0,01), tak snizeni teploty
(= 13,14; sv = 3; p<0,01) a ob& zmény zpisobily jeji pokles. Krystaly pozorované

na kontrolnich vzorcich samice se vyskytovaly témef po celém roztéru (primérnd hodnota
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hustoty byla 47), zatimco u vzorkd zaschlych pii nizsi a vyssi teploté byl vyskyt krystald

hodnocen jako ¢asty (primérné hodnoty hustoty 33 u nizsi a 30 u vyssi teploty).

5.2.3 Zména koncentrace — fedéni a pridavek soli

U samice zmény koncentrace vzorkii slin vyznamné ovliviiovaly typ jejich
krystalizace (3° = 28,00; sv = 4; p < 0,01). Vliv m&lo jak fedéni vzorka slin (x> = 8,57; sv = 1;
p < 0,01), tak i pfidavek soli (¥* = 12,00; sv = 2; p < 0,01). Na kontrolnich vzorcich samice
pievazovala vétvickovito-jedlovita krystalizace (60 % vzorkid). Redéni vzorkd zptisobilo
zménu typu krystalizace na prevazné vétvickovitou (100 % vzorki), zatimco ptidavek soli
zapti€inil vznik prevazné€ kaprad’ovité krystalizace (60 % vzorkil). U samce nedoSlo v ramci
testovani tohoto faktoru k Zddnym zméndm a vSechny vzorky (kontrolni 1 vzorky testujici
faktor) vykazovaly stejny typ krystalizace (vétvickovitd).

Stejn¢ tak tomu bylo u tlouStky krystalti, na kterou méla zména koncentrace slin
vyznamny vliv u samice (x* = 14,66; sv = 2; p < 0,01), zatimco u samce byla pozorovéana
u viech vzorku stejna tloustka (tenké krystaly). Redéni nemélo na zménu tloustky samicich
krystali vliv (p > 0,05), ale zmé&ny zpiisoboval piidavek soli (¥° = 7,50; sv = 1; p = 0,01),
ktery u samice zapfticinil zvétSeni tloustky krystalii na sttedné silné (primérna hodnota 1,7)
oproti tenkym krystalim, které se vyskytovaly u kontrolnich (hodnota 1,1) a fedénych vzorka
(hodnota 1,0).

Zmény koncentrace mély vyznamny vliv na celistvost krystalii nejen u samice (y° =
36,15; sv = 4; p<0,01), ale i samce (y* = 25,71; sv = 4; p<0,01). Redéni m&lo vliv
na celistvost u obou pohlavi, samce (xz = 16,36; sv =2; p <0,01) i samice (XZ =13,33;sv=2;
p < 0,01), ale ptidavek soli m&l vliv jiZ jen u samice (y* = 10,77; sv = 2; p < 0,01). U samce
zpusobilo fedéni zhorSeni celistvosti z plivodné celistvych krystald, které se nachéazely
na vsech kontrolnich vzorcich, na rozpadl¢ krystaly natedénych vzorkd (primérna hodnota
celistvosti 2,7). Po pridavku soli v§ak u samce ke zméné celistvosti nedoslo. U samice se sice
pramérnd hodnota celistvosti kontrolnich vzork (2,2) a vzorkt testujicich fedéni (2,0) nijak
zvlast neliSily (mirn€ rozpadl¢), ale pozorované hodnoty byly mezi skupinami znaéné
rozdilné (fedéné vzorky vSechny vykazovaly 2. stupeni celistvosti, kontrolni vzorky nabyvaly
vSech jejich stupiil). Piidavek soli u samice zvysil celistvost krystala tak, Ze u vSech vzorki
doséhla 1. stupné (celistvé krystaly).

Mnozstvi vzniklych krystalll (hustota) bylo zménami koncentrace slin vyznamné
30,00; sv = 2; p<0,01).
20,00; sv = 1; p<0,01),

ovlivnéno u samce (XZ = 60,00; sv = 6; p<0,01) i samice (XZ

Na hustotu krystalii ve vzorcich samce mélo vliv jak fed&ni (3
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tak pridavek soli ()(2 = 20,00; sv = 2; p<0,01). Vyskyt krystali na kontrolnich vzorcich
byl u samce ve vSech pfipadech vyhodnocen jako cCasty (hodnota 30), u fedénych vzorkd
se krystaly vyskytovaly ve vsech ptipadech téméf po celém roztéru a u vzorki s pfidavkem
soli dosahovala primérna hodnota hustoty 17 (fidky vyskyt). Na hustotu krystali u vzorkl
samice nemélo fedéni zadny vliv, jelikoz kontrolni i fedéné vzorky vykazaly ve vsech
pripadech vyskyt téméf po celém roztéru. Naopak ptidavek soli hustotu krystalti ve vzorcich
samice vyznamn& ovlivnil (x> = 20,00; sv = 1; p <0,01), jelikoz zptsobil u viech vzorki

snizeni hustoty na hodnotu 20 (fidky vyskyt).
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6 Diskuze

6.1 Monitoring cyklu a biezosti pomoci krystalizace slin u orangutanii
bornejskych

V souladu se studiemi Kutsukake et al. (2009) a Behringer et al. (2014) byly samice
orangutanti z poc¢atku vyzkumu postupné navykany na odbérovy material a zptisob odbért
slin, aby byla zachovéna neinvazivnost metody a zvifata nebyla zbyte¢né stresovana. Samice
nebylo nutné ptivykat na nové osoby, jelikoz odbéry provadély piimo jejich oSetfovatelky,
coz prispivalo minimalizaci stresu. Samice V zoologickych zahradach ve Dvoie Kralové
a v Bojnicich se pomérné rychle ptizptsobily a bylo mozné u nich provadét pravidelny denni
odbeér slin. V bojnické zoo byla samici po kazdém odbéru poskytovana odména, coz postupné
posilovalo snahu zvifete na odbéru spolupracovat. Naopak v ustecké zoo se nepodatilo samici
zddnym zptisobem k odbérim slin pfivyknout a odbéry natrénovat. Moznost odbéru slin
od této samice byla omezena na sbér obCasnych plivanct, coz zapficinilo nizky pocet vzorki
Z tstecké zoo.

Relativni zastoupeni vzorka, na kterych bylo mozné pozorovat krystalizaci, bylo velmi
podobné u vSech samic 1 pfes znacny nepomér poctu vzorkil ziskanych od jednotlivych zoo.
Tento nepomér mohl také zpusobit rozdily mezi samicemi vtypech NTP Kkrystalizace,
tlouStce pozorovanych krystalii a mnozstvi kontaminovanych vzorki.

Nejcastéji se u orangutanti vyskytoval vétvickovity typ VJK krystalizace (41,87 %),
coz se shoduje s vysledky ziskanymi od velbloudt (Kajzrova, 2011) i skotu (Skalova, 2011;
Skalova et al., 2013), u kterych se tento typ krystalizace vyskytoval v 37,31 % respektive
36,27 %. Kajzrova (2011) vsak uvadi, ze vétvickovita krystalizace byla u velblouda nejcasté;ji
se vyskytujicim typem krystalizace pfi hodnoceni vSech kategorii zvifat v€etné samce
i mlad’at. U nebtezich samic méla dle Kajzrové (2011) vétvickovita krystalizace vyskyt 31 %
a byla druhym nejCastéji pozorovanym typem po teckované krystalizaci, kterd nebyla
U orangutanich samic hodnocena. Vysledky Skalové (2011; 2013) pochézely od biezich
anebiezich krav. Dalsi typy VJK krystalizace se u orangutani vyskytovaly v mnohem
menSim mnoZstvi a ¢etnosti se jiZ ani vzdalené neshodovaly s vysledky u jinych zvitat.

Na rozdil od krystall slin velbloudi, které byly z 50,94 % mirné rozpadlé (Kajzrova,
2011), nejvetsi podil krystali slin orangutanich samic vykazoval celistvost. Hustota krystalt
slin byla u orangutant oproti velbloudiim vyznamné vyssi, jelikoz Kajzrova (2011) udava
V priméru stfedni stupenn vyskytu krystalli a u orangutani byl pozorovan u vétSiny vzorka

(66,01 %) vyskyt témet po celém roztéru.
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Prestoze se v tloustkach krystali samice vyznamné liSily, u vSech samic se nejméné
vyskytovaly siln¢ krystaly.

Vzorky samice Nuninky z tstecké zoo mély sice ve viech ptipadech dobrou kvalitu,
oviem podet vzorkil je pro vyvozovani zavért piilis nizky. U samice Zenety z kralovédvorské
zoo dosahovala Cetnost vzorkl s dobrou kvalitou 93,62 %, coz odpovida 95,52% vyskytu
kvalitnich vzorki u velbloudd dvouhrbych (Kajzrova, 2011). Pomérné vysoka mira
kontaminace (36,17 %) byla zaznamenana u samice Nangy z bojnické zoo, coz mohlo byt
zptisobeno odbérem vzorkli v dobé krmeni, kratce po ném ¢ipodavanim odmén b&hem
odbérii slin. U témef poloviny téchto vzorki kontaminace zcela znemoznila jejich
vyhodnoceni. Je také mozné, Ze u zbytku vzorki, u kterych k vyhodnoceni doslo i pies jejich
kontaminaci, mohla byt krystalizace v disledku kontaminace pozménéna (Galati et al., 1994;
Fehring a Gaska, 1998; Bensinger, 2003). Z téchto davodu lze doporucit odbér slin
k vyzkumu krystalizace mimo dobu krmeni a zvifata odménovat az po odbéru vzorkd.

U samice Nangy byl zjistén rozdil v NTP krystalizaci slin v dobé plodnych
a neplodnych dnu, coz potvrzuje, ze se u orangutanu stejné jako u fen (Pardo-Carmona et al.,
2010) ¢i lidi (Barbato et al., 1993; Braat et al., 1998; Fehring a Gaska, 1998) krystalizace slin
béhem cyklu méni. Tim byla potvrzena 1 prvni hypotéza diplomové prace.

Krystalizace znalici neplodné dny se vyskytovala vice béhem neplodnych
nez plodnych dnti, zatimco krystalizace znaCici plodné dny se vyskytovala vice béhem
plodnych nez neplodnych dni. To odpovida vysledkiim ziskanym u Zen (Barbato et al., 1993,
Galati et al., 1994; Fehring a Gaska, 1998; Pattanasuttinont et al., 2007) a poukazuje
na moznost vyuziti krystalizace slin k detekci plodnych dnii i u orangutani. Krystalizace
znacici tranzitni periodu se objevovala v téméi stejné miie jak v dobé plodnych, tak v dobé
neplodnych dnil a to nejen v dobé pfechodu mezi témito periodami, ale béhem celého cyklu,
coz odpovida zavéram Berardono et al. (1993) u lidi, Ze sliny krystalizuji béhem celého cyklu.

Zjisténé vysledky vSak vychazi ze vzorkt jen jedné samice a reprodukéni stav v dobé
odbérti byl pouze odhadovan. Také je dulezité brat v ivahu mozné kolisani délky cyklu
samice (Graham, 1981) a eventualni ¢asteénou odli$nost jejiho cyklu od menstrua¢niho cyklu
zen. Lze doporucit dalsi vyzkum, ktery by tyto zavéry potvrdil na vice testovanych samicich.
Bé&hem navazujiciho vyzkumu by mélo byt vyuzito objektivniho zptisobu monitorovani cyklu,
ktery by byl spolehlivy, ekonomicky, snadno proveditelny, neinvazivni a zajistil by prehled
0 aktudlni fazi cyklu 1 u samic, u kterych neni moZné pozorovat menstruaci.

Tim je napf. testovani moci na pritomnost krve (Graham, 1981; Shumaker et al., 2008).
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Pfestoze na poc¢atku vyzkumu nebylo jisté, zda samice Zaneta z kralovédvorské zoo
pravidelné cykluje, ze ziskanych vysledkd lze usuzovat, Ze ano, jelikoZ i u ni se objevily
vsechny typy NTP krystalizace a to s podobnou ¢etnosti jako u samice Nangy. Pro podobné
zavéry u samice Nuninky nebyl odebran dostatek vzorki slin.

Vzhledem Kk nezabieznuti ani jedné z orangutanich samic v dobé vyzkumu nebylo
mozné odebrat zadné vzorky slin bfezich samic a porovnat je se vzorky samic nebfezich.
Tim bylo znemoznéno ovéfeni platnosti druhé hypotézy diplomové prace, kterd
pfedpokladala, ze typy krystalizace slin u bfezich a nebfezich samic se budou lisit. V ptipadé
navazujiciho vyzkumu lze doporucit zahrnuti bfezich samic mezi testovand zvirata a dale
i samcl a mlad’at obou pohlavi, aby bylo mozné zjistit, zda se krystalizace vyskytuje i u nich,
stejné jako se vyskytuje u lidi u téhotnych Zzen (Kullander a Sonesson, 1965; Biel Casals,
1968; Berardono et al., 1993), muzi (Berardono et al., 1993; Braat et al., 1998) a déti (Biel
Casals, 1968; Berardono et al., 1993).

6.2 Faktory ovliviiujici krystalizaci slin u velbloudii dvouhrbych

S odbérem vzork od velbloudii dvouhrbych z prazské zoologické zahrady nebyl
problém, jelikoz byly sliny odebirany jiz oveéfenou metodou a od jedincti, ktefi uz byli
na odbér slin ptivykli (Haberova, 2010; Kajzrova, 2011; Haberova et al., 2012).

Pokud je krystalizace slin skute¢né ovliviiovana hladinami pohlavnich hormond,
konkrétn¢ estrogend, jak uvadi néktefi autofi (Papanicolaou, 1946; Zondek, 1959; Guida et
al., 1993; Alagendran et al., 2010), pak by stupen krystalizace slin m¢l odpovidat vySce hladin
téchto hormonu (Biel Casals, 1968). Vzhledem k vys$§im koncentracim estrogenti u samic
oproti samcum (Hussein et al., 2008; Pasha et al., 2012) lze tedy piedpokladat, ze samci
a samici sliny budou krystalizovat odliSnym zptsobem.

Absence rozdilu mezi velbloudim samcem a velbloudimi samicemi v typech
krystalizace, tloustce a celistvosti krystalli mohla byt zplisobena odbérem vzorkd mimo
hlavni sezonu rozmnozovani (Marai et al., 2009), kdy je u obou pohlavi snizena produkce
pohlavnich hormonti a nedochézi k vykyvim jejich hladin (Yagil a Etzion, 1980; Zia-ur-
Rahman et al., 2007; Hussein et al., 2008). Nizsi hladiny testosteronu u samcti by v tomto
obdobi teoreticky mohly umoziovat vétsi projev estrogennich u¢ink estradiolu (Rateb et al.,
2011) a zpusobit vznik stejného typu krystalizace, jaka vznikala v této dobé u méné
estrogenizovanych samic. Rozdily v typech krystalizace mezi samcem a samicemi velbloudi
vSak nezaznamenala ani Kajzrova (2011), kterd odbéry slin provadéla béhem reprodukéni

sezony. Tim padem lze bud’ uvaZovat o vylouceni vlivu estrogeni na krystalizaci slin,
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coz ud¢lali napt. Berardono et al. (1993) ¢i Braat et al. (1998), nebo naopak zahrnout mezi
hormony ovliviiyjici krystalizaci i testosteron, anebo usuzovat, ze periodické zmény
V poklesech a nartstech hladiny estradiolu u velbloudich samct, které Casové odpovidaji
zménam u samic (Hussein et al., 2008; Pasha et al., 2012), jsou dostate¢né pro vytvofeni
stejného typu krystalizace slin jako u samic.

Oproti Kajzrové (2011), ktera u velbloudd zaznamenala vsechny typy VIK
krystalizace vcetné¢ teCkované, byly béhem tohoto vyzkumu u velbloudlii nalezeny pouze
krystaly typické pro vétvickovitou, vétvickovito-jedlovitou a vétvickovito-kapradovitou
krystalizaci. Kajzrova (2011) shodné zaznamenala vétvickovitou krystalizaci jako nejCastéji
se vyskytujici, ale ji pozorovand cetnost byla o 20 % niz$i. Rozdily byly pravdépodobné
zptisobeny odbérem mensitho mnozstvi vzorkl a posuzovanim méné kategorii zvifat
nez U Kajzrové (2011), ktera testovala 1 krystalizaci slin mladat.

Zatimco Kajzrova (2011) udava, zZe ptrevazovaly vzorky s krystaly se stfedni tloustkou
a mirn¢ rozpadlé, vétSina vzorka vyhodnocovanych béhem této diplomové prace vykazovala
krystalizaci s tenkymi a celistvymi krystaly.

Rozdilnost v hustot¢ krystali byla s nejvetsi pravdépodobnosti zptisobena kontaminaci
vzorkli samce. Vys$i primérnou hodnotu hustoty mély samice, jejichz vzorky byly ve vSech
piipadech dobré kvality. Naopak u samce byla vice nez polovina vzorka kontaminovéana
a kontaminace mohla zptsobit zhorSeni podminek pro vznik krystalli. To odpovida zjisténi,
Skalové (2011) a Skalové et al. (2012), Ze kvalita vzorku ma vliv na mnozstvi vzniklych

krystali a ¢im vyssi je kvalita vzorku, tim jsou na ném krystaly vice rozsifené.

6.2.1 Vrstva naneseného materialu

V piipadé samce zplsobilo naneseni tenké vrstvy slin mens$i celistvost vzniklych
krystali. Absence tohoto problému u samic byla pravdépodobné déna dobrou kvalitou
odebranych vzorkl slin, zatimco u samce kontaminace vzorkd pfispéla pfi naneseni tenci
vrstvy slin k rozpadu krystali. Celkoveé bylo zjisténo, ze ¢im vétsi vrstva saméich slin byla
nanesena, tim vétsi byla celistvost krystald.

U samice se projevil vliv vrstvy na hustotu vzniklych krystald, pticemz tenka vrstva
zpiisobila vznik jejich mensiho poctu ve srovnani s kontrolnimi vzorky. Ke stejnému zavéru
dospéla i Skalova (2011). Nebylo vSak potvrzeno, Ze by se hustota krystald s rostouci vrstvou
slin zvySovala, jelikoZ u silné vrstvy primérnd hustota oproti kontrolnim vzorklim naopak

klesla. Zaznamenany pokles v§ak nemusel byt dan redlnym sniZenim poctu krystali, ale mohl
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byt zpisoben pouze zhorSenim zaostiovani vzorku, ¢imz doSlo k vyhodnoceni, které
neodpovidalo redlnému poctu krystalli na podloznim sklicku.

Z vysledkl vyplyva, ze nejméné vhodné jsou pro posuzovani krystalizace slin vzorky
s tenkou vrstvou slin. Stfedni a silnd vrstva jsou vhodnéjsi a kazda ma své vyhody

a nevyhody.

6.2.2 Teplota pri zasychani vzorki slin

Zména teploty zasychani vzorkll ovlivnila typ vzniklé krystalizace u obou pohlavi.
Pti slou¢eni dosazenych vysledkl lze vysledovat, ze ¢im vyssi byla teplota, pti které vzorky
zasychaly, tim slozit&ji vétvena krystalizace vznikala. Zatimco pfi niZ8i nez pokojové teploté
vznikala spiSe vétvickovita krystalizace, pfi vy$$i nez pokojové teploté vznikala jedlovita
krystalizace. Ponechani vzorki v pokojové teploté zptisobilo vznik ptechodného typu,
vétvickovito-jedlovité krystalizace, kterda je tvofena jejich kombinaci. Vys$i teplota

pravdépodobné zpisobila odpar vody a tim zvySeni koncentrace iontli, coz zajistilo jejich

vvvvvv

vvvvvv

béhem plodnych dnt Zen, jelikoz v dobé ovulace dochazi k navysSeni bazalni télesné teploty
(Biel Casals, 1968; Braat et al., 1998; Alagendran et al., 2010).

Niz8i teplota zasychani vzorku ovlivnila jak celistvost, tak hustotu krystald, coz mohlo
byt zplisobeno ovlivnénim vlastnosti vody obsazené ve slinach. Pfi nizsi teploté zasychani
byly krystaly celistvéjsi, ale vzniklo jich méné€. Na hustotu krystali méla nepfiznivy vliv
i vy$8i teplota zasychani. Je mozné, Ze s rostouci teplotou byla mira slozitosti krystalizace
kompenzovana men$im mnozstvim vznikajicich krystald. Skalova (2011) vsak uvadi, Ze ¢im

Vzhledem k tomu, Ze vysledky ukazuji, Ze teplota mize vyrazné pozménit vysledny
typ Kkrystalizace, je dulezité brat tento fakt v Gvahu a vzorky ponechavat zaschnout

pti konstantni teploté po dobu celého vyzkumu.

6.2.3 Zména koncentrace — fedéni a pridavek soli

Zména koncentrace slin méla u samice podobné nésledky jako zména teploty

zasychani vzorkd a ovliviiovala typ vzniklé krystalizace. Cim vy$§i byla koncentrace slin,

vvvvvv

jedlovita krystalizace. Po nafedéni slin doSlo ke wvzniku vétvickovité krystalizace

S jednodussim vétvenim, zatimco piidavek soli zplisobil vznik silné€jsi celistvejsi krystalizace
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S vysSim stupném slozitosti, nez se vyskytovala u kontrolnich vzorkti — kapradovité.
Pridavkem soli byly dodany nejdulezitéjsi ionty pro vznik krystalizace (Zondek, 1959)
a nejspise doslo k optimalizaci poméru iontt (Kogbe et al., 1991; Guida et al., 1993), ktera

U samce vSak zména koncentrace slin neméla vliv ani na typ vzniklé krystalizace,
ani na tloustku jejich krystald. To by mohlo byt zpisobeno odlisnosti hladin hormont.
Dle Guida et al. (1993) a Alagendran et al. (2010) estrogeny pozitivné¢ ovliviuji vznik
krystalizace tim, Ze optimalizuji pomér vody a iontd. Alagendran et al. (2007) dale zminuje
vyznam drasliku pro krystalizaci slin, jehoz hladina se plisobenim estrogent také zvySuje.
Je moZné, Ze u samce ke zméndm v krystalizaci slin nedoslo, jelikoz diky pfili§ nizkym
hladindm estrogenti ve slinach u n¢j nebylo mozné po dodani soli optimalizovat pomér iontt
atim zvysit stupen krystalizace slin. Kromé hormonii mohl byt pfi¢inou neménnosti typu
krystalizace u samce i akutni nedostatek glykosaminoglykanu, které Alagendran et al. (2010)
zvazuji jako hlavni komponenty silnéjsi krystalizace.

Redéni vzorkih mélo u samice na celistvost i hustotu krystaldi jen nepatrny dopad,
zatimco u samce zpusobilo vyrazné zhorSeni celistvosti krystalli, coz bylo zplsobeno
pravdépodobné sniZzenim koncentrace iontii potifebnych pro vznik krystalizace (Kogbe et al.,
1991; Guida et al., 1993), které nemohlo byt kompenzovano estrogeny (Guida et al., 1993;
Alagendran et al., 2010). U samce vSak doslo k sou¢asnému navySeni hustoty krystald.
Hustota byla u obou pohlavi snizena ptidavkem soli.

Béhem testovani tohoto faktoru se ukazalo, Ze zmény koncentrace slin jsou
pro vyhodnocovani samc¢ich vzorkil spiSe nevhodné. Na sami¢i vzorky slin nemélo fedéni
vyraznéj$i dopad, ovSem ptidavek soli u nich vyznamné ménil krystalizaci slin a to spise
pozitivnim zptisobem. Vzhledem k témto faktim, je mozné vyuzivat zmén koncentraci
sami¢ich vzorkil slin urenych ke sledovani krystalizace, zejména ptidavkem soli,
ale vyhradné béhem vyzkumi zaméfenych na samice, pticemz by vSechny vzorky mély byt
zpracovavany konstantnim zptisobem po celou dobu vyzkumu. V pfipadé testovani
krystalizace slin u obou pohlavi zaroven se pro vliv soli na krystalizaci slin u samic pouziti
tohoto zptisobu upravy vzorkll nedoporucuje.

Krmeni ¢i napdjeni zvitat bezprosttedné pifed odbérem vzorkli miize zpisobit uvedené
zmény v krystalizaci slin zvifat. Je tedy vhodné odbér slin provadét mimo hlavni dobu
krmeni. Dopliikky jako je napf. okus ¢i minerdlni lizy mohou taktéz ovlivnit vysledky

krystalizace a pted odbérem vzorkl by k nim mél byt zvifatim zamezen pfistup, a to nejméné
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po dobu 1-2 hodin, coz je stejna doba, kterou pozaduji autofi studii zaméfenych
na krystalizaci lidskych slin (Fehring a Gaska, 1998; Bensinger, 2003).

U jen castecné ochocenych zvifat, u kterych neni mozné provést odbér slin
bez soucasné¢ho podani odmény, jako napf. béhem tohoto vyzkumu ¢i experimentu Kajzrové
(2011), je vzhledem k riznému obsahu soli v jednotlivych typech krmiv nutné zachovavat

stejny typ krmiva pouzivaného jako odména po celou dobu odbéru vzorkd.

6.2.4 Obecné zhodnoceni vlivu testovanych faktoru

U zadného faktoru nedoslo k tomu, ze by zcela viibec neovlivnil vzniklou krystalizaci.
Hlavnim kritériem pii hodnoceni krystalizace slin je jeji typ. Ten byl ovlivnén pouze
zménami teploty zasychani vzorki a zménami koncentrace slin. Tloustka nanesené vrstvy
slin na typ vznikl¢ krystalizace slin vliv neméla. VSechny faktory vSak ovliviiovaly doplitkova
kritéria hodnoceni krystalizace, jako jsou tloustka krystalt, jejich celistvost a hustota,
coZ potvrzuje tfeti hypotézu diplomové prace, ze vrstva nanesené¢ho materidlu, teplota
pii zasychani vzorkii slin a zména koncentrace slin (fedéni a piidavek soli) budou

vyznamnymi faktory, které mohou krystalizaci slin ovlivnit.

Na zavér je dilezité upozornit na vysokou subjektivitu hodnoceni krystalizace, kterou
zduraznuje 1 Skalova (2011). Piestoze bylo vyhodnoceni vzorki, které byly autorkou
oznaCeny za sporné, konzultovano a typy Krystalizace vyhodnocovany ve spolupraci
s Ing. Ivou Skalovou, ktera ma jiz s vyhodnocovanim krystalizace slin bohaté zkuSenosti,
je dilezité brat tento fakt v uvahu. Miru subjektivity Vv navazujicich studiich lze snizit

zafazenim vice hodnotiteld, z jejichz individualnich hodnoceni se vyvodi jednotny zavér.
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[ Zavér

Pravidelny neinvazivni odbér vzorku slin byl zvolenou metodikou uspésné provadén
u dvou ze tii samic orangutana bornejského a vsech tii jedincti velblouda dvouhrbého, kteti
byli do studie zahrnuti.

V ramci vyzkumu zaméteného na monitoring cyklu a bfezosti pomoci krystalizace slin
u orangutanti bornejskych se podafilo zjistit, Ze se béhem vyzkumu krystalizace slin plodnych
dnti lisila od krystalizace slin dnii neplodnych. Tim byla potvrzena prvni hypotéza diplomové
prace, ktera piedpokladala, ze krystalizace slin se bude b&hem menstruacniho cyklu
orangutanich samic ménit. Zjisténé vysledky vSak vychazi ze vzorkt jen jedné samice, jelikoz
u dalsich dvou testovanych samic nebylo moZné v dobé vyzkumu dostupnymi nastroji zjistit
fazi menstruaéniho cyklu, ve které se samice nachazely v dobé odbéru vzorkl. Navic
u samice, od které vysledky pochazeji, byla faze menstruaniho cyklu, ve které byly vzorky
odebrany a jejiz znalost je pro zisk vysledkd nezbytna, pouze odhadovana. Z tohoto duvodu
byl doporucen dal§i vyzkum, ktery by tyto zaveéry potvrdil na vice testovanych samicich,
pricemz béhem né¢ho by mélo byt vyuzito objektivniho, spolehlivého, ekonomického, snadno
proveditelného a neinvazivniho zplisobu monitorovani cyklu, ktery by zaroven zajistil piehled
0 aktudlni fazi cyklu 1 u samic, u kterych neni mozné ji stanovit pouhym pozorovanim
menstruace.

Oveéteni druhé hypotézy, ze typy krystalizace slin u biezich a nebfezich samic
orangutanti bornejskych se budou IliSit, bylo znemoznéno nezabfeznutim ani jedné
Z orangutanich samic v dobé vyzkumu. V piipadé¢ navazujicitho vyzkumu bylo doporuceno
rozSifeni kategorii testovanych zvifat nejen o biezi samice, ale i samce a mlad’ata obou
pohlavi, aby bylo mozné zjistit, zda se krystalizace vyskytuje i u nich.

Béhem testovani faktori, které mohou krystalizaci slin ovliviiovat, na velbloudech
dvouhrbych doslo u vSech testovanych faktorti k ovlivnéni Krystalizace. Hlavnim kritériem
pti hodnoceni krystalizace slin je jeji typ. Ten byl ovlivnén pouze zménami teploty zasychani
vzorki a zménami koncentrace slin. TlouStka nanesené vrstvy slin na typ vzniklé krystalizace
slin vliv neméla. VSechny faktory vSak ovliviiovaly dopliikova kritéria hodnoceni
krystalizace, jako jsou tloustka krystali, jejich celistvost a hustota, coz potvrzuje tieti
hypotézu diplomové prace, Ze vrstva nanesen¢ho materialu, teplota pti zasychani vzorku slin
a zména koncentrace slin (fedéni a pfidavek soli) budou vyznamnymi faktory, které mohou

krystalizaci slin ovlivnit.
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9 Seznam pouzitych zkratek a symbolu

0
BTT

\A
VK
VIK

zadna krystalizace

bazalni télesna teplota

jedlovita krystalizace
jedlovito-kaprad’ovita krystalizace
kaprad’ovita krystalizace

krystalizace znacici neplodné dny
krystalizace rozliSujici neplodné/plodné dny a tranzitni periodu
krystalizace znacici plodné dny
krystalizace znacici tranzitni periodu
vétvickovita krystalizace
vétvickovito-jedlovita krystalizace
vétvickovito-kaprad’ovita krystalizace

vétvickovito-jelovito-kapradovita krystalizace
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10 Samostatné prilohy

Seznam ptiloh:

Ptiloha 1: Fotografie zvitat zahrnutych do vyzkumu

Ptiloha 2: Orientacni krmné davky samic orangutana bornejského zahrnutych do vyzkumu



Priloha 1

Fotografie zvirat zahrnutych do vyzkumu:

¥

|

Samice Nanga ze zoologické zahrady v Bojnicich se svym prvnim a dosud jedinym mladétem

(foto: autor)

Samice Zaneta ze zoologické zahrady ve Dvote Kralové se svym nejmlad$im mladétem

(foto: autor)



Samice Nuninka ze zoologické zahrady v Usti nad Labem vyfocena samostatng, bez mladéte

(foto: autor)

Samec Jepe a samice Andy — jednici velblouda dvouhrbého z prazské zoologické zahrady
(foto: autor)



Priloha 2

Orienta¢ni krmné davky samic orangutana bornejského zahrnutych do vyzkumu:

Krmnéa davka samice Nangy ze zoologické zahrady Bojnice:

ovoce a varena zelenina (napt. mrkev, kvétak, Spenat, kukutice)
dopliiky: rybi filé, ovesné vlocky, kufeci maso, brambory, ryze, soja, tvaroh, vejce,
vlasské ofechy, arasidy

okus: javor, dub, vrba, lipa, tfesen, liska apod.

Zdroj: chovatelky ze zoologické zahrady Bojnice

Krmné ddvka samice Zanety ze zoologické zahrady Dviir Kralové:

2 kg ovoce (1 kg sezonniho a 1 kg jizniho ovoce) a 2 kg zeleniny

dopliky: vejce, maso, jogurty apod.

Zdroj: chovatelky ze zoologické zahrady Dvur Kralové

Krmna dévka samice Nuninky ze zoologické zahrady Usti nad Labem:

podavana 4x denn¢ po mensich mnozstvich

7:00 snidang: granule a vlocky

10:15 svacina: kofenova zelenina, kedlubna, Cervena tfepa, ¢inské zeli nebo hlavkovy
salat, omezen¢ pochoutky (ofisky, dyfiova seminka, rozinky)

13:00 obéd: vafena zelenina (brokolice, lilek, cuketa, kvétak, porek, jarni cibulka,
zampiony, kofenova zelenina)

obcasné 2. svacina: slune¢nice

15:30-16:00 vecete: zelenina (krom vySe zminénych druhii také papriky, rajcata,
okurky) a ovoce (jablka, hrusky, blumy, ananas, pomerance, hroznové vino, kiwi),

voda se st'avou

Zdroj: chovatelky ze zoologické zahrady Usti nad Labem



