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Souhrn

Viyvoj hladiny salivarnich fyziologickych markerl u sluzebniho psa v zavislosti
na standardizované fyzické zatézi pfi simulovaném vyhledavani pohieSovanych osob

Fyzicka kondice se ukazuje jako kli¢ovy faktor pro efektivni nasazeni sluzebnich psi v situacich,
kde jsou vystaveni stresujicim podnétiim pfi hledani preZivsich v katastrofickych udalostech
¢i patrani po pohresovanych osobach. Tato zvitata Celi ndro¢nému terénu, kde rychlost nalezeni
pohfesované osoby pfi aktivnim patrani mlze zasadné ovlivnit Uspéch operace. Pro Uspéch
takovych misi je dlileZité znat, jak patraci pes reaguje na fyzické i psychické zatizeni, a diky tomu
pfizpUsobit jeho nasazeni podminkam terénu a necekanym situacim. Salivarni koncentrace
kortizolu a oxytocinu, synergicky s variabilitou télesné teploty by mohly fungovat jako indikatory
stresového zatiZeni. Cilem prace je zjistit i) vliv fyzické zatéze béhem aktivniho patrani sluzebnich
psli na koncentrace jejich hormoni a hodnot télesné teploty ii) ovlivnéni dynamiky téchto
fyziologickych parametrd v prlibéhu patrani volnym terénem. Odbér vzorkd slin pomoci
tamponu Sarstedt® Salivette byl proveden u 18 patracich psli véetné zméreni télesné teploty
tympanalnimi teploméry Sanitas SFT 53 a Genius™ béhem standardizovaného patrani
po pohiesovanych osobach za Ucasti kynologickych tym( sloZek integrovaného zachranného
systému CR. Salivarni vzorky a télesnd teplota byly odebirany na stanovistich, tésné pred
aktivnim patranim v rozmezi 7-8 h (PP), po 2 h patrani (OM1) a nasledny po 1 h patrani (OM2).
Poté bylo patrani ukonéeno. B€hem patrani byl pohyb psa sniman prostrednictvim GPS lokator(
Garmin Astro 230 ptipnutych k obojklim psu, které zaznamenavaly deskriptory pohybové
aktivity jako jsou prodlouzeni doby stravené aktivnim pohybem a urazena vzdalenost (pocet
prekonanych km). Koncentrace hormonU byla stanovena metodou ELISA. Pro statistikou analyzu
dat byly vypocteny delty koncentraci salivarniho kortizolu, oxytocinu a télesné teploty mezi
jednotlivymi segmenty odbéru. Statistické Setfeni bylo realizovano v programu SAS (verze 9.4),
prostfednictvim metody smiseného linearniho modelu (PROC MIXED) a testovalo vliv faktor(
zatéze; prodlouZeni doby strdvené aktivnim pohybem, uraZené vzdalenosti a prostupu
individudlnimi segmenty zatiZzeni na delty koncentrace salivarniho kortizolu, oxytocinu a télesné
teploty mezi pocatkem a koncem patrani, a dale pak zmény delt koncentraci hormonu a télesné
teploty prostupem mezi individudinimi segmenty zatizeni (PP-OM1; OM1-OM2). Bylo
prokazano, zZe s prodlouzenim doby stravené aktivnim pohybem psl dochazelo k vzestupu delty
koncentrace salivarniho kortizolu (F(1,16 = 5,45; P = 0,033), avSak nebyl pozorovan vliv urazené
vzdalenosti (Fi1,16) = 2,02; P=0,17). Nicméné, ani doba stravena aktivnim pohybem psi
a ani urazena vzdalenost neovlivnily deltu koncentrace salivarniho oxytocinu. Delta télesné



teploty pozvolna klesala Umérné s urazenou vzdalenosti (F(1,16)= 6,59; P = 0,023), zatimco doba
stravend aktivnim pohybem nevykazovala na vzestup delty télesné teploty vyznamny vliv (F,13)
= 3,02; P= 0,11). Markantni vzestup byl zjistén pouze u Acsalivarniho kortizolu spole¢né
s prostupem ps0 prvnim segmentem zatéze (PP-OM1), po némz Ac salivarniho kortizolu naopak
poklesla. Delta koncentrace salivarniho oxytocinu shodné klesala prostupem obou zatéZzovych
segmentl, mezi nimiz nebyla zaznamendna vyznamna diference, zatimco Attymp vykazuje
tendenci pro signifikantni vzestup prlichodem prvniho segmentu (PP-OM1), nasledovany jeji
stabilizaci a pozvolnym poklesem Attymp prlchodem druhého (OM1-OM2). Zavérem
Ize konstatovat, zZe dlouhodoba a intenzivni prace sluzebnich psd ma vliv na jejich fyziologicky
stav, a to zejména co se tyce Ac salivarniho kortizolu a Attymp, kdy oxytocin zejména reflektuje
vzestupy Ac salivarniho kortizolu. Adaptace na tuto fyzickou zatéz je klicova pro prevenci Unavy
a zranéni, avsak literatura nedostatecné zkouma dlouhodobé dopady zatéze typu SAR. Tato
diplomova prace tak podnécuje dalsi vyzkum v této oblasti.

salivarni fyziologické markery, ELISA, pes domadci, vyhledavani pohfeSovanych osob,
standardizovana fyzicka zatéz, modulace stresu



Summary

Changes in concentration of salivary physiological markers in service dog
depending on the standardized physical load during search and rescue work

Physical fitness is proving to be a key factor in the effective deployment of service dogs
in situations where they are exposed to stressful stimuli when searching for survivors
of catastrophic events or searching for missing persons. These animals are faced with
challenging terrain where the speed of finding a missing person during an active search can
fundamentally affect the success of the operation. For the success of such missions,
it is important to know how the search dog reacts to physical and mental stresses, and thus
to adapt its deployment to field conditions and unexpected situations. Salivary concentrations
of cortisol and oxytocin, synergistically with body temperature variability, could act as indicators
of physical load stress. The aim of this study is to investigate i) the influence of physical stress
during active search of service dogs on their hormone concentrations and body temperature
values ii) the influence of the dynamics of these physiological parameters during open field
search. Saliva sampling using Sarstedt® Salivette swabs was performed in 18 search dogs
including body temperature measurements with Sanitas SFT 53 and Genius™ tympanic
thermometers during standardized search for missing persons with the participation of canine
teams of the Integrated Rescue System of the Czech Republic. Salivary samples and body
temperature were collected at the sites, just before the active search, between 7-8 h (PP), after
2 h of search (OM1) and after 1 h of search (OM2). Thereafter, the search was terminated. During
the search, the dog's movement was sensed using Garmin Astro 230 GPS locators attached
to the dogs' collars, which recorded descriptors of movement activity such as the extension of
time spent in active movement and distance travelled (number of km covered). Hormone
concentrations were determined by ELISA. For statistical data analysis, deltas of salivary cortisol,
oxytocin and body temperature concentrations were calculated between sampling segments.
The statistical investigation was performed using SAS software (version 9. 4), using the mixed
linear model method (PROC MIXED), and tested the effect of the physical load factors;
prolongation of time spent in active motion, distance travelled and permeation through
individual physical load segments on the deltas of salivary cortisol, oxytocin and body
temperature concentrations between the start and end of the search, and the changes in the
deltas of hormone concentrations and body temperature through permeation between
individual physical load segments (PP-OM1; OM1-OM2). It was shown that there was
an increase in the delta concentration of salivary cortisol as the time spent actively moving the



dogs increased (F(1,16)= 5.45; P = 0.033), but no effect of distance traveled was observed (F, 16)
= 2.02; P = 0.17). However, neither the time spent actively moving the dogs nor the distance
insulted affected the delta of salivary oxytocin concentration. The body temperature delta
decreased gradually in proportion to the distance traveled (F(1,16)= 6.59; P = 0.023), whereas the
time spent in active exercise did not show a significant effect on the rise in the body temperature
delta (Fa,13y= 3.02; P = 0.11). A significant rise was found only in Ac of salivary cortisol together
with the dogs' passage through the first segment of the exercise (PP-OM1), after which
Ac of salivary cortisol decreased in contrast. Delta salivary oxytocin concentration decreased
concordantly through the passage of both stress segments, with no significant difference
between them, whereas Attymp showed a tendency for a significant rise through the passage
of the first segment (PP-OM1), followed by its stabilization and a gradual decrease of Attiymp
through the passage of the second (OM1-OM2). In conclusion, the prolonged and intensive work
of service dogs has an effect on their physiological state, especially in terms of Ac salivary
cortisol and Attiymp, With oxytocin mainly reflecting the rises in Ac salivary cortisol. Adaptation
to this physical load is key to preventing fatigue and injury, but the literature has not sufficiently
examined the long-term effects of SAR-type loading. Thus, this thesis encourages further
research in this area.

salivary physiological markers, ELISA, canis familiaris, search and rescue work, standardised
physical load, stress modulation.



Obsah

1 Uvod: Patraci a zachranni psi v nouzovych intervencich
2 Hypotézy a cile prace
3 Literarni reserse

3.1 Parametry standardizované zatéze pst béhem simulovanych patracich operaci
3.2 Télesna teplota jako pomocny fyziologicky marker
3.3 Modulace a fyziologie stresové odezvy, expozice steroidnich hormona
3.3.1 Osa hypotalamo-pitutarné-adrendlni (HPA), regulovana adaptace
3.3.2 Osa sympato-adreno-meduldrni (SAM), stresory indukovana aktivace
3.4 Kortizol, coby predominantni stresovy marker u psa ve slinach
3.4.1 Cirkadianni a diurndlni rytmus secernace kortizolu
3.5 Oxytocin
3.6 ELISA: Imunoenzymaticka detekce steroidl
3.6.1 Enzymové vazana imunosorbentni analyza (ELISA), usporadani
3.6.2 Kompetitivni usporadaniimunosorbentni ELISAy

4 Metodika

4.1 Experimentadlni prostfedi standardizovaného zatizenf
4.1.1 Harmonizované zatiZeni, kategorizace tras
4.1.2 Klasifikace reliéfu, intenzita vegetacniho krytu
4.1.3 Termometricky profil — diverzita jednotlivych lokalit
4.2 Zucastnéné subjekty, predispozice k patrani
4.3 Odbéry télesné teploty a salivarnich vzork
4.4 Stanoveni koncentraci kortizolu a oxytocinu, princip ELISAy
4.4.1. Optimalizované koncentrace protildtek a konjugatt
4.4.2. Dispozice standard hormond, kalibracni kfivka
4.4.2.1 Postup laboratorni analyzy oxytocinu

4.4.2.2 Postup laboratorni analyzy kortizolu

4.5 Statisticka analyza dat

10
12
13
14
18
18
23
23
24
27

27
28
30
32
32
33
35
35
36
36
37
38



5 Vysledky:
5.1 Deskriptivni parametry pohybu sluZebnich psG v zatézi béhem pétrani
5.2 Vliv fixnich faktord zatéze na Ac kortizolu, Ac oxytocinu
5.3 Vliv fixnich faktord zatéze na Attiymp
5.4 Vliv prostupu individudlnimi segmenty na Ac salivarniho kortizolu
5.5 Vliv prostupu individudlnimi segmenty na Ac salivarniho oxytocinu
5.6 Vliv prostupu individualnimi segmenty na Attymp

6 Diskuse

7 Zavér

8 Seznam poutité literatury

39
39
40
42
43
44
45
49

55

57






Uvod: 1

Patraci a zachranni psi v nouzovych intervencich

Patraci a zachranarsti psi maji v soucasnosti patrny spolecensky dopad, nebot jsou
nepostradatelnou pomoci pfi nalézani prezivsich katastrofickych udalosti (Diverio et al. 2016;
Gordon 2018). Tato fenomenalni zvifata integrovaného zdchranného systému vykonavaji
své poslani v otevieném a tézko pristupném terestrickém terénu, prohleddvaji sutiny
po katastrofach a patraji po nemohoucich zasypanych lavinami, coZ je pro né mentalng,
ale predevsim fyzicky naro¢na disciplina (Jones et al. 2004; Rovira et al. 2008; Schneider & Erhard
2009; Schneider & Slotta-Bachmayr 2009). Ergonomie pst v oblasti plsobeni zachrany
pohresovanych a leckdy zranénych pocestnych dosahuje svym uplatnénim az do roku 1600, kdy
Alpsti mnisi z klastera a hospice Velkého prlsmyku sv. Bernarda uzivali jimi vyslechténych
svatobernardskych psu k efektivnimu lokalizovani zbloudilych. Svatobernardsti psi predstavuji
nenahraditelny zdroj pro pfipady lavinovych a skrze mlhu jen tézko prostupnych pohrom, nebot
jsou schopni vcasného detekovani polohy zasypanych, zajisténi jejich stabilizace a nasledné
prepravy ke zdravotni bazi (Greatbatch et al. 2015; Diverio et al. 2016).

K detekci nemohoucich vojakl byli patraci psi téZ uzivani jiz pred prvni svétovou valkou,
nicméné teprve az béhem jejiho trvani, tedy v rozmezi let 1914-18, bylo jejich uplatnéni oficialné
zdokumentovano (Jones et al. 2004). Vojensti psi nachazeli své uplatnéni vzhledem k vyhledavani
zranénych a poskytovani prvni pomoci. V soucasnosti se i nadale patrna c¢ast vycviku civilnich
a patracich zachrannych psl soustfeduje na techniky prevzaté pfi vycviku psl z obdobi prvni
a druhé svétové valky (Helton 2009). K realizaci jejich olfaktorické kapacity vsak nedochazi pouze
pri fixaci prezivsich katastrof, ztracenych nebo teroristl, nybrZ také k odhalovani kadaver(
(Diverio et al. 2016), invazivnich ¢i bezprostfedné ohrozenych CITES druh(, detekovani
kontrabandu (drogy, tabak) a vybusin (Fjellanger e al. 2002; Gazit & Terkel 2003; Lorenzo
et al. 2003) anebo rakovinotvornych bunék.

Efektivita pracovniho upotiebeni psli nejen pfi lavinovych zachrannych operacich je zavisla
na radé vjemQ, které maji impakt na olfaktoricky systém psa; na teploté vzduchu, sméru vétru,
sloZzeni snéhu a hloubce zasypani nemohouciho. Kromé téchto predispozic terénu spolecné
s podminkami ovzdusi se na detekci lidského pachu a Uspésnosti vyhledavani s ohledem
na welfare psU taktéZ podileji faktory, jako je kontext vycviku (Divrio et al. 2016), fyzicka zdatnost
(Gazit & Terkel 2003), environmentalni podminky (Haverbeke et al 2008) a kvalita vztahu psa



s jeho psovodem (Lefebvre et al. 2007). BEhem nouzovych intervenci zastavaji sluzebni psi,
obzvlasté pak patraci a zachranni, nepostradatelnou roli. Prostfednictvim potencidlné stresujici
a fyzicky narocné cinnosti, kterou je lokalizovani pohresovanych osob, se napfimo podili
na zachrané lidskych Zivotd. Tito psi vyvijeji znacnou ndmahu pfi standardizované fyzické zatézi,
podstupuji stresory, které predstavuji synchronizované navigovani kynologickych tym( obtiznymi
terény, extrémni povétrnostni podminky a participace na mnohdy vycerpavajicim, dlouhodobém
vyhledavani.

Intraindividualni fyzicka zdatnost je nepochybné dalsim potencidlnim faktorem u lavinovych
¢i sutinovych patracich psq, jelikozZ je od nich mnohdy vyzadovano propatrani rozlehlych oblasti
v drsnych klimatickych podminkach. Fyzickd zdatnost je vnimana jako dovednost organismu
udrzet a znovu navodit stalost fyziologicky pfirozené rovnavahy vnitfniho prostfedi — homeostazy
(Schneider & Erhard 2009). V ptipadé lavinového nasazeni je rychlost postupu a tudiz fyzicka
odolnost pst nesmirné dileZita s ohledem na dramaticky pokles Sance obéti na preziti Umérné
s Casem zavaleni (Haegeli et al. 2011; Grissom 2011). Néktera plemena maji obzvlasté vynikajici
vytrvalost (Poole & Erickson 2011). Vysoce ndrocna fyzickd aktivita spojend s charakterem
patracich operaci je pravdépodobnym zdrojem stresor(, které mohou byt zapfi¢inénim zpozdéni
pfi nalezu rozptylenych obéti a soucasné mohou predstavovat riziko pro Zivotni pohodu pst
(Spoo et al. 2015).

Za predominantni ukazatel modifikace fyziologického stavu organismu byva povaZovan
kortizol, jenz vykazuje silnou korelaci se stresem. Kortizol tak pti adaptaci vici stresordm plini
primarni Ulohu mobilizace energetickych rezerv (Smith & Vale 2006), jejich alokaci formou
katabolickych reakci. Jako katabolicky hormon napomahd dostupnosti vsech substratt
nezbytnych pro svalovou tkdan mobilizaci glukdzy, volnych mastnych kyselin a aminokyselin
z endogennich zasob (Popovic et al. 2019). Vysoké koncentrace demonstruji vyrazny stres v rdmci
tepelného a/nebo chladového zatizeni organismu (Angle et al. 2009). K posouzeni odezvy
organismu na stres lze téZ vyuzivat variabilitu ¢i zvySeni teploty nad fyziologické rozmezi
homeostazy psa. Hodnoty presahujici toto rozmezi u télesné teploty, ajeZ zaroven nejsou

Empirické posouzeni vykonu psa by mélo byt pro psovoda kazdého kynologického tymu zcela
zdsadni vcetné limitujicich faktor(i, které by mohly mit dopad na efektivitu pracebéhem
zachrannych misi. Ackoliv jsou pro psy nepostradatelnymi vlastnostmi vintegrovaném
zachranném systému predevsim poslusnost, soundleZitost s psovodem a detekce pachovych
molekul, byva po nich téz vyZadovana adekvatni fyzickou zdatnost, aby byli schopni pokryt
rozsahlda uzemi, a to predevsim za nepfiznivych podminek. NejpodstatnéjSim piinosem
pfi vyhledavani je vSak psi Cich, jenz je nepostradatelny k nalezeni pohfeSovanych, avsak také
vybusin, ilegalnich drog a zbrani (Jones et al. 2004; Diverio 2016; Gordon 2018).



Hypotézy a cile prace 2

Cilem diplomové prace je zjistit i) vliv fyzicky narocné a potencialné stresujici zatéze béhem
aktivniho patrani sluzebnich psli na jejich koncentrace hormon( a hodnot télesné teploty
ii) ovlivnéni dynamiky téchto fyziologickych parametr(i v priibéhu patrani volnym terénem.

Hypotézy budou otestovany provérenim terénnich faktord, jako je prodluZujici se doba stravena
aktivnim pohybem, urazena vzdalenost a prostup individudlnimi segmenty zatiZeni, na deltu
koncentrace salivarniho kortizolu, oxytocinu v kombinaci s monitoringem delty télesné teploty,
coby kontrolniho markeru.

Provérované budou nasledné hypotézy:

(1) S prodluzujici se dobou stravenou aktivnim pohybem nastane vzestup delty koncentrace
a delty hodnot i) salivarniho kortizolu, ii) salivarniho oxytocinu iii) télesné teploty.

(2) Cim del$i vzdalenost pes urazi volnym pohybem v terénu (mnoistvi prekonanych
km na trase), tim markantnéjsi je vzestup koncentrace a hodnot: i) salivarniho kortizolu,
ii) salivarniho oxytocinu iii) télesné teploty.

(3) Vzestup delty koncentrace a hodnot i) salivarniho kortizolu ii) salivarniho oxytocinu iii) delty

télesné teploty bude pritomen béhem priichodu obou segmenti zatiZeni.

(4) Markantnéjsi vzestup delty koncentrace i) salivarniho kortizolu, ii) salivarniho oxytocinu,
iii) delty télesné teploty nastane prichodem prvniho segmentu zatiZeni v porovnani
s druhym segmentem.






Literarni reserse 3

3.1 Parametry standardizované zatéze pst béhem simulovanych patracich operaci

Standardizovana simulovana zatéz této diplomové prace si stanovuje reprodukovat analogickou
namahu, které jsou pracovni psi podrobovani pfi skutecném nasazeni, napfiklad pfi plosném
vyhledavani a patrani po pohresovanych osobach v sutindch, povodnich &i lavinach. Takova
fyzicka aktivita pfi pozemni prace zpravidla presahuje metabolické predpoklady a limity jejich
bézné Urovné bazdlniho metabolismu a zprostfedkovava fyziologickou adaptabilitu na rutinni
kratkodobou ¢i déletrvajici fyzickou zatéz (Rovira et at. 2008). Psi integrovaného zachranného
systému byvaji pro podobné vykony pfipravovani s nejvyssi preciznosti, kterd by méla byt
systematicky provérovana pfi zachrannych zkouskach evokujicich skutecné mise, diky ¢emuz
je mozno provéfit nachylnost zazivaného stresu psa v kontrolovanych podminkach pred
samotnym nasazenim (Lit et al. 2010; Diverio et al. 2016).

Fyzickd zdatnost byla definovana jako "schopnost organismu udrZet vnitini fyziologickou
rovnovahu co nejblize stavu klidu béhem fyzické zatéZze a pohotové obnovit zménénou
rovnovahu po vykonu (Schneider & Bachmayr 2009; Menchetti et al. 2019). Nicméné, faktory
ovliviujici takovy fyzicky vykon psa v simulovaném nasazeni stale nejsou dostatecné podrobné
prozkoumany (Rovira et al. 2008).

Kondic¢ni adaptace oznacuji fyziologické reakce téla na zvysenou pohybovou aktivitu u zvitat,
bez ohledu na jejich druh. Tyto adaptace jsou klicové pro zvladani naroc¢nych fyzickych aktivit
a eliminaci omezeni, ktera by mohla ovlivnit vykonnost. Pro Uspésny kondicni trénink je zapotrebi
jak fyzicka, tak mentalni pfipravenost, nebot organismus musi efektivné vyuzivat své energetické
rezervy. Nedostatek adekvatniho fyzického a metabolického stresu brani télu v dosazeni kondicni
adaptace (Schneider & Slotta-Bachmayr 2009).

Kondicni trénink je proces, ktery vyZzaduje kognitivni schopnosti k osvojeni specifické zatéze,
chovéani a reakci, pficemz metabolismus organismu efektivné alokuje energetické rezervy
a nutricni zdroje, aby umoznil fyziologické zmény nezbytné pro kondi¢ni adaptaci na konkrétni
podnét. Tento proces vyZaduje urcity stupen fyzického nebo metabolického stresu pro stimulaci
kondice (Ferasin & Marcora 2009; Schneider & Slotta-Bachmayr 2009).

1 vyuZity prompty o stylistické reformulaci a gramatické kontrole textu
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Zatimco urcité stresory jsou nezbytnym faktorem, enormni a nadmérny stres mlze vést
k poskozeni namahanych tkdni, coz ma za nasledek zranéni a degradaci budované kondice.
Habituace ma vyznamny impakt na tepovou frekvenci a teplotu psa pfi fyzické zatézi, nebot
sniZuje stresovou odezvu organismu a zvysuje jeho vydrz (Wust 2006, Willhelm 2007, Ferasin
& Marcora 2009, Gillette 2013). Pokud tedy kondiciovani presné neimituje pozadovanou patraci
¢innost, mohou tkané nedostatecné vystavené zatézi zlistat neadaptovany pro dosazeni vyssi
vykonnosti a stavaji se tak limitujicim faktorem omezujicim vykonnost.

Patrani v rozlehlych, otevienych prostorech vyZzaduje optimalni fyzicky stav, jelikoZz se psi
integrovaného zachranného systému podileji na prozkoumavani rliznorodého terénu, kde jsou
nuceni interagovat se znacnym mnozZstvim neznamych elementd (napf. riziko stfetnuti
zUcCastnénych zachranard, patracich psll), coz vyZzaduje kontinudlné udrzovany stav bdélosti.
Prazkum trosek vyZaduje téZ jistou miru zkuSenosti a opatrnosti podminénych vycvikem, jelikoz
obnasi znacnou miru ohroZeni. Psi totiZz musi vykondvat Ukony autonomné a soucasné
bez pritomnosti psovoda, jenz z bezpecnostnich dlivodd nemUzZe byt v bezprostiedni blizkosti
oblasti katastrofy a je nucen se pohybovat pouze po striktné znacenych cestach (Wojtas et al.
2020).

Proto je klicové dodrzovat optimalni Uroven fyzického a metabolického stresu béhem
tréninku v ramci prevence poskozeni tkani a vzniku potencialnich zranénim (Schneider & Slotta-
Bachmayr 2009). Nedostatecnost adaptability na fyziologické naroky v kontextu patrani
zapricinuje Unavu a selhani, nicméné taktéz specifické onemocnéni a zranéni, ktera maji presah
v otazce stavu vitalniho organismu psa a jeho Zivotni pohody (Davis 2009, Jones et al. 2004,
Slensky et al. 2004). Ty mohou byt ovlivnény stresory fyzické i psychické podstaty, které jsou
zachranarsti psi béhem prohledavani rozsahlych oblasti s extrémné drsnymi klimatickymi
podminkami s Umérnou fyzickou naro¢nosti podrobova2009). Zachranni psi byvaji v praxi béhem
vyhledavani v sutinach mnohdy nasazovani opakované. Tito psi vykazovali, jak uvadi Willhelm
(2007), za srovnatelnych podminek tfi po sobé jdoucich dni znatelné znamky Unavy (63 % psa),
kdeZto prvni den byla Unava detekovatelna pouze v pripadé 25 % psu. Vyzkum tak poukazuje na
trend narUstajiciho stavu vyCerpani i klesajici pravdépodobnosti pro nalezeni pohresovanych
osob pfi opakujicim se vyhledavani podminénym délkou jeho trvani (Greatbach et al. 2015).

Zdatnost vyzadovand pfi stresujicich lavinovych ¢i sutinovych misich je pro patraci
a zachranarské psy nepochybné stresujici. Mentalni stres pritom negativné narusuje koncentraci
psa, coz v dlisledku sniZuje jeho spolehlivost a vykon, které jsou béhem aplikovaného nasazeni
nezbytné, nebot je Zadouci aby pes nasledoval pfikazl psovoda, predevsim vsak aby Uspésné
detekoval a analyzoval patficny pach (Helton 2009). Mentalni a psychické zatiZzeni zachrannych
psU vyvolavaiji pfi patracich misich (Schneider & Slotta-Bachmayr 2009) zejména faktory jako:
ro¢ni obdobi, obzvlasté vnéjsi teplota, klimatické podminky, typ terénu, vegetacni pokryv,
nadmorska vyska prohleddavaného terénu & sdileny prostor s nezndamymi osobami (Rovira
et al. 2008), doba trvani zachranné mise, preprava vrtulnikem a individualni charakteristiky (vék,
vaha, struktura srsti).

Nervovy systém vsSak umoznuje limitovanou délku plné soustfedénosti po déletrvajici ¢asovy
usek. Po detekénich psech at uz pti vyhledavani pohteSovanych, anebo lokalizovani akcelerant(
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pozarll se mnohdy vyZaduje kontinualni bdélostni stav. Takovy predpoklad muzZe byt ovsem
vrozporu s biologicky podminénou cirkadianni aktivitou tohoto taxonu, kterd dosahuje
vrcholovych hodnot ve vecernich a brzkych rannich hodinach (Accorsi et al. 2008; Clow
et al. 2010; Stalder et al. 2016).

Ackoliv mohou mit na tyto pozadavky impakt predevsim individudlni trénink s domestikaci,
dlouhodoby trend evoluce druhu jako soumracného predatora presto zlstava vyznamny.
Je zapotrebi zohlednit tyto biologické predispozice a pokouset se adaptovat strategie vycviku tak,
aby motivoval psy a zaroven odpovidal poZadavkiim na plnohodnotny vykon a bdélost
pfi kritickych situacich, kdy by se za pfirozenych podminek uchylili k odpocinku (Brucks et al.
2019; Jean-Joseph et al. 2020). Pro stanoveni miry Unavy se u lavinovych a zachranarskych pst
v praxi vyZiva fyzického stresu ajeho deskriptori v podobé metabolické odezvy organismu
na stresory dle intraindividualni zdatnosti.

Lze tak snimat i stres mentalni povahy, ktery u psQ v zatézi obvykle nelze jinak kvantifikovat,
na rozdil od laboratornich experiment( spocivajicich v kontinualnim pozorovani behavioralnich
markerd. Monitoring fyzického zatizeni zastdvd ucinny prostiedek pfi provadéni redlnych
zachrannych operaci (Rovira et al. 2008). O fyzickém stresu psl vypovidaji predevsim méfitelné
parametry termoregulace, srdecni frekvence, metabolismus svalll prezentovany mérenim
laktatu v krvi a zmény vnitfni teploty organismu indikované hladinou stresového hormonu
— kortizolu ve slinach (Gazit & Terkel 2003; Schneider & Slotta-Bachmayr 2009; Meunier 2006;
Rovira et al. 2008; Woijtas et al. 2020).

Sklonitost terénu ma vliv na pohyb a fyzickou ndmahu certifikovanych pst (Novék et al. 2022).
Tito psi preferuji horizontdlni pohyb podél terénnich kontur, zatimco ve svazitém terénu
se sklonem 11° nebo vétsSim reguluji pohyb navysenim rychlosti ve vertikdlnim sméru, ¢imz
zkracuji dobu hledani. To vsak soucasné znamena zintenzivnéni fyzické namahy, coz muze
negativné ovlivnit jejich celkovou vydrz. Studie Schneidera, Erharda a Slotta-Bachmayra z roku
2009 potvrzuji, Ze psi s certifikdtem SAR projevuji optimalizovany pohyb v obtizném terénu
avyrazné akceleruji proces vyhledani, jak uvadi Novak et al. (2022). Certifikovani psi také
uprednostnuji pfi naro¢nych patracich operacich horizontalni pohyb a dosahuji vyssi efektivity,
i kdyZz mUze dochdazet k docasnému zpomaleni pti stoupani do svahu. Pak se oviem degraduje
ucinnost a je pro psy z biomechanického aspektu zachovat chlizi (Strasser et al. 2014).
V narocnych patracich operacich predstavuji certifikovani psi energeticky Setrnéjsi pohyb
se snizenym fyzickym stresem. Reliéf terénu s vétSim sklonem a hustSim vegetacnim krytem
ztéZuje v synergii s podminkami klimatu patrani a prodluzuje dobu potfebnou k prohledani.
Certifikovani psi SAR vsak pracuji rychleji a efektivnéji, coZ zdlraznuje duleZitost pravidelného
vycviku.

Tvar terénu a jeho sklon ovliviuji Sifeni pachu, pficemzZ prudky sklon vytvari vzdusné
turbulence blizko povrchu, coz ovliviiuje strategii patrani psa. Vegetace ovliviiuje mikroklima
a vlastnosti vzduchu, coz ma vliv na Sifeni pachu (Osterkamp 2020). Mikroklima utvarené
pfitomnym vegetaénim pokryvem determinuje vlhkost, proudéni vzduchu a jeho teplotu,
pricemz rychlost proudéni vétru a vlihkost vzduchu modifikuji Sifeni odorologickych stop, které
se snadnéji Siti pfi vihkém a studeném podnebi. Terény s fidsi vegetaci a na vyssich nadmofrskych
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vyskach usnadnuji detekci pachu na vétsi vzdalenost. Certifikovani psi jsou také schopni
efektivnéji prozkoumat specificky v disledku svym zkusenosti a dovednosti vyuzivani pachovych
podminek pfi vétreni, pfi némz pes systematicky sumuje vzduch. Posléze, pfi olfaktorické
komparaci identifikuje pachové molekuly, coZz mu umozZnuje lokalizovat pfrislusné pachy
Ci sledovat stopu (Osterkamp 2020). Certifikovani psi patraji s ohledem na zkusenost
se specifitou jejich prace v kratsim intervalu (Jones et al. 2004).

3.2 Télesna teplota jako pomocny fyziologicky marker

Vliv mirnych termalnich podminek (pfiblizné 21 °C) na patraci a zachranarské psy (SAR) byl
studovan Rovira et al. 2008. Ti dosahuji optimalni pracovni Urovné pfi prlimérné rektalni teploté
40,64 °C a neprojevuji pokles teploty béhem zotaveni po praci. Provedeny vyzkum Schneider
& Erhard (2009) prokazal vzestup teploty pst v alpském terénu na 39,2 °C az 39,8 °C po praci,
ato i po pouhych 20 minutach intenzivniho zatizeni. Tato teplota je povazovana hypertermicky
stav u stfedniho az velkého plemenného razu, a teplota nad 40 °C mUze vést k poskozeni tkani
anad 41 °C k selhani obéhové soustavy psa (Schneider & Erhard 2009; Schneider & Slotta-
Bachmayr 2009). K tomu, aby byla télesna teplota téchto ps( stabilizovana na hodnotach blizkych
bazalnim parametrim, byly vyZzadovany dvacetiminutové regeneracni intervaly, ovSem pouze
u psQ, ktefi byli certifikovani pro vyhledavani v lavinovych scénérich. Tato opakovana procedura
regenerace se ukazala jako nezbytna, protoZe intenzivni svalova aktivita vyrazné generuje
navyseni télesné teploty.

Okolni teplota byla identifikovana jako kriticky determinant ovliviujici pracovni aktivitu
a vykon ps(. Obecny védecky konsenzus uvadi, Ze schopnost pst pracovat se sniZuje s rostouci
teplotou okoli (Robbins et al. 2017), kdy psi pracuji pomaleji pfi vysokych teplotach (nad 20 °C)
a pfitomnosti slunecniho zareni, coZ prodluzuje patraci dobu a navic predstavuji zvysené riziko
prehrati, jelikoz je odvodnovani tepla z povrchu téla organismu méné ucinné. Vyssi teploty
okolniho prostredi mély statisticky signifikantni vliv na zvySenou aktivitu psd, vyssi hladiny
kortizolu v krvi a tachykardii (Willhelm 2007). Tyto jevy mohou pfispivat ke sniZzené vytrvalosti
pst, ktera opada vzhledem ke komplexnim termoregulacnim mechanismim aktivovanym
pfi zvysujici se okolni teploté, jak uvadi studie Robbins et al. z roku 2017. Naopak, v chladnych
teplotach s vétrem a srazkami mUze zvySend ztrata tepla zpocatku zvysit pracovni efektivitu
a prodlouZit vytrvalost (Willhelm 2007).

Kvalita srsti a klimaticky faktor predurcuji miru tepelné ztraty. Hustota srsti ovliviiuje izolaci
téla. Hustsi srst soustfeduje vzduch mezi chlupy, coz kontribuje izolaci téla a snizuje tepelnou
ztratu. Psi s kratsi, eventudlné ridsi srsti maiji vyssi tepelny vydej skrze povrch téla nez psi se srsti
dlouhou a hrubou. Husta srst vSak nechrani klouby pred ochlazenim béhem odpocinku.
Pri teplotach nad nulou je schopnost rychle odvadét teplo povrchem téla u kratce srstnatych psl
vyhodou pfi fyzické aktivité, kdy Wust (2006) dokumentuje pfi patracich operacich nizsi zvyseni
télesné teploty u kratce srstnatych pst pfi porovnani s dlouhou nebo hrubou srsti. Nicméné, toto
rozporuje studie Schneider a Erhard (2009), které uvadi defekt nizké teploty, ktera mlze také
negativné ovlivnit vykon psu, protoZe vyssi tepelné ztraty zvysuji fyzickou namahu (Schneider
& Slotta-Bachmayr 2009). Zvysené termoregulacni aspekty jsou schopny manifestovat vyrazny
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vliv na funkce olfaktorického vnimani skrze potencidlni riziko dehydratace a desikace
mukonasalni membrany (Jones et al. 2004, Jenkins et al. 2018). Takové atmosférickymi jevy
spolec¢né s termoregulacni konstelaci vykazuji modifikaci intenzity Siteni olfaktorickych stimult
(Cablk et al. 2008; Greatbatch et al. 2015, Gerritsen & Haak 2015; Osterkamp 2020). Proto
vyzaduje mukonasalni membrana zachovani stalé hydratace, nebot jeji desikace nesmirné
komplikuje proces detekce olfaktorickych signall. Toto vysuseni mize byt vysledkem jak vykyvi
meteorologickych parametri, tak dehydratace sliznic (Jones et al. 2004). Dehydratace sliznic
se tézZ jevi jako jeden z moznych faktord, proc€ psi, vyhledavajici svij cil za extrémnich klimatickych
podminek, mohou prezentovat sniZzenou vykonnost (Gazit a Terkel 2003).

Teplota vnéjsiho prostredi vyznamné moduluje termoregulacni mechanismy u psl v zatézi,
ktefi vykondvaji termoregulaci skrze potni Zlazy lokalizované v digitalnich polstafich tlap, avsak
vyznamna Cast této regulace (pfiblizné 60 %) je asociovana s evaporativni ztratou tepla procesem
spojenym s dychanim (Bernabucci et al. 2010). Tento proces soucasné manifestuje termickou
polypnoi charakterizovanou zvysenou frekvenci respirace a dychacich cykll (Schneider & Slotta-
Bachmayr 2009; Davis 2009; Osterkamp 2020). Adaptace v ramci dychani, relativné
neefektivniho zplsobu odvadéni teplota, znatelné interferuje s olfaktorni funkci u ps,
komplikujici ¢innosti zavislé na Cichu, napftiklad stopovani nebo vyhledavani (Gazit & Terkel 2003;
Davis 2009; Osterkamp 2020).

Svalova prace investovand pfri zatizeni navic zvySuje mnozstvi generovaného tepla, které
je tfeba taktéz odvést. Zcela zasadni je identifikace intolerance zatéze v extrémnich podminkach,
vzniklé tepelnym stresem, psovodem, ktery by mél byt kompetentni detekovat neschopnost
odvodu nahromadéného tepla (termického natlaku) u svého psa pfi vykon, kdy mize dojit
k rozvinuti pfiznakd Upalu (Bruchim et al. 2017). Mezi nejrizikovéjsi faktory patfi obzvlasté
nadmérna fyzicka aktivita, nedostatecnd aklimatizace, obezita, prislusnost k uréitému plemeni
(brachycefalicka plemena a labradorsti retrivfi), velmi vihkd prostfedi. Hyperventilace evaporaci
nadmérného tepla zplsobuje odvod télnich tekutin a tedy i télesné teploty. NejcastéjSimi
klinickymi ptiznaky vhodnymi pro identifikaci Upalu jsou zatézi vyvolany kolaps, tachypnoe,
spontanni krvacivost, ptiznaky Soku, dezorientace ¢i deliria, pfipadné psychické abnormality
véetné deprese, a delirii, dezorientace (Tayor et al. 2009; King et al. 2015; Bruchim et al. 2017).

PostiZzeni psi obvykle vyhledavaji stinnd mista, jevi diskomfort, odmitaji aktivitu, mohou
projevovat zaskuby a snizené védomi v dusledku vyCerpani. Monitoring télesné teploty slouzi
jako marker mentalniho i fyzického zatizeni psa. Rektalni teploméry, tradi¢né uZivané k tomuto
Ucelu, se ukazaly byt pro zvife stresovym faktorem, navic jsou nevhodné vzhledem k mozné
kontaminaci a jelikoz mohou narusit peristaltiku gastrointestindlniho traktu (Sousa et al. 2011).
Z téchto dlvod( se inklinuje k uzivani infracervenych usnich teploméra, které umoznuji rychlou
a Setrnou manipulaci, navic s relativné vysokou pfesnosti a znatelné nizsim zatizenim v kontextu
syntézy stresovych hormon(l u zkoumaného zvifete. Dalsi oblasti vhodnou pro kvantifikaci
télesné teploty je periorbitalni okraj o¢niho vicka a slzného kanalku, pficemz tyto anatomické
oblasti disponuji vysoce koncentrovanym vaskularizacnim zastoupenim a maji citlivou odezvu
pro hemodynamiku, coz umoziuje detekci lokdlnich fluktuaci teploty (Travian etal. 2015)
a hypertermie v kontextu fyzického zatiZeni. Slzna kapilara je inervovanainfraorbitalnim nervem,

9



jez svou aktivitu odvozuje od licniho nervu, ktery pfimo reaguje na cinnost sympatického
nervového systému. Slzny aparat je tak studovan za ucelem posuzovani aktivity autonomniho
nervového systému, ktery vypovida o stresujicich a bolestivych stimulech (Patterson et al. 2008;
Taylor et al. 2009; King et al. 2015 Taylor et al. 2016). Synergie fyzického zatiZzeni a omezeného
evaporacniho ochlazovani dychanim ma za nasledek nékteré fyziologické zmény, vietné:
respiracni alkaldzy (zvyseni pH krve v dusledku hyperventilace), hypertermie (febrilie; zvyseni
télesné teploty), tachypnoe (zvysena frekvence dychani), laktatové acidézy (zvyseni hladiny
kyseliny mléc¢né v krvi), tachykardie a hypokapnie — snizené hladiny oxidu uhlic¢itého v krvi (Rovira
et al. 2007; Rovira et al. 2008; Ferasin & Marcora 2009; Piccione et al. 2012).

Hypertermie pfi intenzivnim zatiZzeni neni neobvyklym aspektem, nebot je po kratkou dobu

tolerovatelna u vitalnich jedinct. Horecka je naopak diagnostikovana priznakem onemocnéni.
Obvyklé rozmezi télesné teploty psa osciluje mezi 37,5 az 39 °C, pficemZ neni ojedinélou
zélezitosti, kdy u zavodnich psa s hypertermii dosahuje aZz 40 °C. Takovy vzestup je vSak tolerovan
pouze kondiciovanymi psy, kdy Umérna hypertermie v disledku extrémnich podminek zatéze
jinak vede k systémovym onemocnénim (Schneider & Slotta-Bachmayr 2009).
Pfekonanim unosné miry, vzhledem ke kondici nebo fyzické zdatnosti psa, je omezeni jeho
schopnosti pracovat delsi dobu nevyhnutelné, a vyzaduje obdobi odpocinku. Normalizace
ukazatele fyzické zatéze, télesné teploty, byl stanoven na 20 minut odpocinku v pripadé
lavinovych pst ponechanych na oteviené plose po patraci operaci. Nicméng, teploty béhem
letnich vyhledavani v tomto casovém uUseku neklesaji, teprve az po dalSich 40 minutach.
V pfipadé lavinovych psid pak posléze (po 60 ti minutidch) tyto hodnoty i nadale klesaji
pod vychozi hodnoty, coZ ilustruje ztraty tepla (Kéhler 2004; Wust 2006; Wilhelm 2007).

Pfi teplotach vnéjsiho prostredi nad 26,5 °C vykazuji psi pachténi, pficemz citlivost na tuto
teplotni hranici mQze variabilné zaviset na faktorech jako fyzicka kondice, Uroven provadéné
fyzické aktivity, vék a genetické determinanty. Pachténi vSak neni pro jedince s kvalifikaci
na vyhledavani pohfeSovanych ¢i lovecky orientované neprekonatelnou prekazkou ve vyuziti
¢ichovych viemu, nebot jsou schopni soucasné pachtit, vykondvat béh a zaroven soustfedéné
nasledovat olfaktorni stopy. Tuto vyjimecnou dovednost podporuje anatomie nosni houby, ktera
ma , kridlovity” tvar nozder, coZz umoznuje efektivnéjsi a preciznéjsi zachyceni pachovych stop
(Gazit & Terkel 2003; Davis 2009; Osterkamp 2020).

3.3 Modulace a fyziologie stresové odezvy, expozice steroidnich hormonu

Stresova odpovéd organismu je charakterizovana Karatsoreos & McEwen (2011) jako komplexni
reakce podnicenou nepfiznivymi podnéty, jez ohroZuji ptfirozenou homeostazi organismu. Takto
pozorovana odchyleni se oznacuji stavem alostazy (viz obrazek 1, str 11), coz mlze zahrnovat
tachykardii, systémovy metabolismus nebo krevni tlak. | kdyzZ se stresovy termin obvykle kontuje
s negativnimi aspekty, da se kategorizovat na dva typy v zavislosti na stupni, a kontextualni
relevanci, pficemZz metabolické hormony (medidtofi alostazy) pfrispivaji jak pfi adaptaci,
tak pro rozvoj patofyziologické kondice (Lee et al. 2015). Eustres je typ stresu s pozitivnimi
disledky, standartné oznacovany jako ,benefi¢ni stres”, naopak distres je znam pro ptinos
nepriznivych ucink(l a prezdiva se mu téz ,maladaptivni“, jak jej definoval Selye (1998). Dale Ize
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stres rozliSit v zavislosti na trvani; akutni formovan stresory kratkodobého charakteru
a chronicky (déle trvajici), pokud je iniciovan dlouhodobymi stresory. Distres mohou vyvolat oba
typy (Moberg & Mench 2000).

Mediatofi alostazy se sestavaji z komponent autonomniho nervového systému, konkrétné
pak katelcholamint, spolu s metabolickymi hormony a cytokiny (Karatsoreos & McEwen 2011;
Lee et al. 2015). Fyzicka aktivita podminuje sekreci kortizolu u ¢lovéka i pst (Royer et al. 2005;
Durocher et al. 2007; Huntingford et al. 2014). Vyzvy vyzadujici trvalou a celosystémovou
mobilizaci metabolickych rezerv s nejvyssi pravdépodobnosti aktivuji osu HPA v disledku stresu
(Shirtcliff et al. 2009). K nejvyssimu uvolfiovani koncentrace kortizolu pak dochazi predevsim
pfi vystaveni psa hrozbam s podnéty, které jsou pro néj v takové situaci nezvladnutelné
pro vyhodnoceni adekvatni reakce (Cobb et al. 2016). Adaptaci psa na stres lze analyzovat
z perspektivy dvou zakladnich fyziologickych drah: hypotalamus-hypofyza-nadledvina (HPA)
a sympatikus-nadledvina (SAM), jak popisuji (Sapolsky 2000; Marques et al. 2010).

Hormonalni stresova odezva zprostfedkovand kratkodobymi stresory (akutnimi) obvykle
uvolniuje hormony nadledvinové diené, kdezto chronickd odezva je kontrolovana hormonalni
signalizaci kliry (zona fasciculata, glomerulosa) nadledvin (Baritaki et al. 2019). Centralni nervova
soustava reaguje dle Herman et al. (2016) na stresory regulaci receptori kortikotropin-
uvolnujictho hormonu (kortikoliberinu) a neuropeptidl v ramci hypothalamicko-hypofyzarné-
adrenalni osy. Kortikoliberin je pak zasadnim neuroendokrinnim medidtorem této osy
pfiinterakci se stresory (Baritaki et al. 2019). Af uz se jednd o stresory endogenniho nebo
exogenniho plvodu, jejich funkce spociva ve stimulaci hypotalamu k uvolfiovani kortikoliberinu,
coz ma za nasledek sekreci adrenokortikotropniho hormonu situované v prednim laloku
hypofyzy.

nové ustalena chronicka hladina homeostazy

T alostaza

lregenerace homeostazy

alostatické
zatizeni

nastavena hladina homeostazy

1 f 1‘ f f f Trvéni expozice

kratkodobé stresové dlouhodobobé opakované stresové podnéty
podnéty (akutni stresory) (chronickeé stresory)

Obr. 1: Stresova odezva na akutni a chronické stresory, modifikovano (Lee et al. 2015).
Vytvofeno v biorenderu.

Hladiny stresovych mediator(

Adrenokortikotropin je pak predispozicnim hormonem k syntéze glukokortikoid(, hlavnich
kortikosteroid( z kiiry nadledvin. Podnéty z behavioralni, nervové a/nebo neuroendokrinni sféry
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vrve

Za plsobeni chronického stresu hypofyza a hypotalamus mnohdy reaguji vyraznéjsi aktivitou HPA
osy. Trvala syntéza glukokortikoid(l m{zZe vést ke vzniku negativniho zpétnovazebného systému,
ktery v dasledku inhibuje odpovéd této osy snizenim expozice kortikoliberinu spolecné
s adrenokortikotropinem (Smith & Vae 2006; Myers et al. 2012; Herman et al. 2016). Kromé
aktivace centralni stresové odpovédi HPA osy mohou stresory vést k uvolfiovani katelcholamin;
adrenalinu, noradrenalinu (neurotransmiter postgangliovych vldken sympatiku) a norepinefrinu
z drené nadledvin prostfednictvim stimulace hormoni nadledvinek endokrinnich drah
sympatické vétve autonomniho nervového systému, tedy osy sympato-adreno-medularni.
Aktivace probiha nezavisle na plisobeni HPA osy, kdy béhem plisobeni stresové odezvy SAM
taktéz figuruje kortikoliberin v roli neurotransmiteru (Smith & Vale 2006; Dragos & Tanasescu
2010).

Adrenalin urychluje reakci na stresory sekreci kortikoliberinu a adrenokortikotropinu
z hypofyzy a hypotalamu, ¢imz aktivuje pozitivni dvousmérnou zpétnou vazbu. V negativni
zpétné vazbé kortizol inhibuje jejich sekreci, pokud je v dostacujicich hladinach. Osy HPA a SAM
spolu vzdjemné interaguji v zajmu pozitivniho zpétnovazebného signalniho obvodu. Hormony
uvolfiované dfeni nadledvin zajistuji zejména kratkodobé, neboli také akutni, stresové odpovédi,
pficemZ hormony plvodem z kdry nadledvin signdlné ovliviuji chronické, dlouhodobéji
pretrvavajici stresové odpoveédi (Baritaki et al. 2019).

3.3.1 Osa hypotalamo-pituitarné-adrenalni (HPA), regulovana adaptace

Osa hypotalamus-hypofyza-nadledviny se naptfimo podili na stresové odpovédi organismu.
Hypotalamus totiz v pfitomnosti stresoru vylucuje kortikoliberin, tedy hormon uvolnujici sekreci
kortikotropinu, ¢imz stimuluje adrenokortikotropni sekreci v hypofyze. Dlsledkem navyseni
koncentrace adrenokortikotropinu se pak secernuji glukokortikoidy (steroidni hormony)
z nadledvin, jeZ jsou orientac¢nim hlediskem, indikatory, stresové reakce.

Glukokortikoidy, skrze své specifické receptory lokalizované na hypotalamu a hypofyze
vykazuji negativni zpétnou vazbu, a manifestuji se jako efektivni regulatory homeostazy.
Mozkové struktury, exprimujici receptory pro glukokortikoidy, jsou vyznamnymi modulatory
hypotalamicko-hypofyzarné-adrenalni osy: amygdala aktivuje HPA osu, zatimco hipokampus
a cerebralni kortex (frontalni kdra) tuto osu kontrolné-inhibuji (Marin et al. 2019). Hlavnim
indikdtorem aktivita HPA osy byva kortizol (Cobb et al. 2016). Jedna se o predominantni
glukokortikoid (spolec¢né s kortikosteronem) syntetizovany z cholesterolu (Ulrich-Lai & Hermann
2009; Whirledge & Cidlowski 2013; Lee et al. 2015), a je téz vhodnym markerem stresu u psl
integrovaného zachranného systému, ale i clovéka. Tento steroidni hormon secernovany vrstvou
»zona fasciculata” kdry nadledvin ma vyznamny efekt na metabolismus. V reakci na kognitivni
a zdravi ohrozujici vjemy dochazi vlivem sekrece kortizolu k supresi aktivity hypotalamo-
hypofyzarné-nadledvinové osy. (Juster et al. 2010). Kortizol zastava svou funkci pfi zvysené
glykémii v pripadé sacharid( (syntéza glukdzy), reguluje také metabolismus bilkovin (uvolnénim
aminokyselin svalovych bilkovin do krevniho obéhu), vapniku a vody, lipolyzu v tukovych tkanich.
Vysledkem lipolyzy je uvolnéni glycerolu a mastnych kyselin, které jsou vyuZity pfi B-oxidaci
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(zdroj energie) ¢i syntéze glukdzy a nachazi své vyuziti ve svalovych bunkach. Téz se ucastni
mobilizacnich procesi v organismu, béhem reakce imunitniho systému, nebo také
pfi krvetvorbé. Pripravuje tak jedince na stresory, pficemz zajistuje odpovidajici energetické
zdroje pro mozek (encephalon). Prevazujicim glukokortikosteroidem u primat(, prasat, kocek,
krav a psU je kortizol, kdeZto u mysi, potkand a kralik(i se jedna o kortikosteron (Palme et al. 2005;
Lee et al. 2015).

Glukokortikoidni vzorky z trusu a srsti vypovidaji o chronickych, dlouhotrvajicich stresovych
podnétech (Hennessy 2013), zatimco stejné hormony v plazmé a slinach odrazeji akutni adaptace
organismu. Glukokortikoidy spolec¢né s dalSimi hormony HPA osy iniciuji rychlé behavioralni
a fyziologické zmeény, tzv. emergency life history stages”, které umoznuji do¢asné navyseni
kondice po dobu trvani nepftiznivych viem( (Wilsterman et al. 2020). Kortizol ve slinach ps
koreluje s jeho plazmatickymi koncentracemi. Vzhledem k lipofilnim vlastnostem m{zZe pronikat
cytoplazmatickou membranou, jakozto latka nizkomolekuldrni hmotnosti neproteinové povahy.
Bunécné membrany jsou sloZeny fosfolipidovymi dvojvrstvami; ty zabranuji difundaci molekul
nerozpustnych v tucich. Po vstupu kortizolu do bunky pasivni difuzi, diky jeho lipofilni povaze,
dochazi k vazbé na specifické cytosolové receptory (Miller 2008; Lee et al. 2015). Nadledviny,
jakoZto parové endokrinni Zlazy se synergeticky podili na uvolnovani katelcholamin(
a glukokortikoid(l v obou osach, umoznuijicich fyziologickou reakci na stres. Zvysené uvolnovani
glukokortikoid(l a katelcholaminl umoZnuje organismu adaptaci (mobilizaci energetickych
zdroj(, tachykardii) vici zatéZzovym faktorim (Lee et al. 2015).

3.3.2 Osa sympato-adreno-medularni (SAM), stresory indukovana aktivace

Osa sympatikus-nadledvina (SAM) zprostfedkovava co mozna nejrychlejsi adaptabilitu stresovym
podnétim aktivacnim mechanismem sympatického a parasympatického systému (Ulrich-Lai
& Herman 2009). Glukokortikoidy spojené s mobilizaci energetickych zasob se podili
na katabolickych procesech, stimulujicich glukoneogenezi a proteolyzu ¢i lipolyzu, zaroven
inhibuji docasné nezadouci imunitni odpovéd organismu (Sapolsky 2000; Palme et al. 2005).
Jejich secernovani reguluji kortikotropin uvolnujici hormon (kortikoliberin nebo také
peptidovy hormon) a hypofyzarné adrenokortikotropni hormon (kortikotropin) negativni
zpétnou vazbou z hypotalamického paraventrikularniho jadra (Hennessy 2009). Jejich zvysené
hladiny inhibuji centralni a hypofyzarni segment HPA osy, pficemz hypofyza mliZze nabyvat vici
kortikotropinu a adrenokortikotropinu na rezistenci (Mastokaros et al. 2005). Emise
katelcholamin(, konkrétné pak adrenalinu s norepinefrinem zpUsobuje vazokonstrikci drobnych
cév a také glykolyzu. Stejné tak ovliviiuje vazodilatacni proces kosterni a jaterni svaloviny, navic
zvysuje vykonnost srdecnich stah(l, a tedy i vydej krve spolecné s navysSenim krevniho tlaku.
Tyto procesy jsou adaptacnim mechanismem obvykle spojovanym s reakci ,boj nebo uték”
(Hennessy 2013; Whirledge & Cidlowski 2013), béhem niZ dochazi k intenzivnéjsi syntéze
glukokortikoid(i endokrinnim systémem v dlsledku déle-pretrvavajiciho chronického stresu (Lee
et al. 2015). Regulaci plsobeni mechanismu hypotalamo-pituitarné-adrenalni a sympato-
adreno-meduldrni osy pfi stresové odpovédi zachycuje (viz obrazek 2, str 15).
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3.4 Kortizol, coby predominantni stresovy marker u psa ve slinach

Kortizol, stejné jako adrenalin je klasifikovan stresovym hormonem, kterym je mozno dlivérné
méfrit stresové reakce a aktivity osy hypotalamus-hypofyza-nadledvinky. Slinny kortizol se uziva
coby biomarker stresu a souvisejicich psychomotorickych ¢i mentalnich onemocnéni pst (Wojtas
et al. 2020), avsak literatura tykajici se diferenciaci hladin kortizolu u pst podstupujicich fyzickou
aktivitu je stale jesté vysoce omezena (Collusi et al. 2016).

Jeho reflektovana ¢ast ve slinach Udajné zastava 7-12 % jeho celkového zastoupeni plazmy
(Chmelikova et al. 2020). Vzhledem k jeho volné, biologicky aktivni frakci v télnich tekutinach
se méfeni ve slinach povaZuje zavhodnéjsi metodu zhodnoceni adrenokortikdlni funkce
neZ v pripadé sérového kortizolu (Hellhammer et al. 2009).

Docasné navyseni hladin kortizolu bylo zaznamenano Haverbeke et al. (2008) u vojenskych
pst absolvujicich nékolik po sobé jdoucich nasazeni, které se vsak po vyzvé opét snizilo
na vychozi hodnoty. Tito psi tedy zfejmé méli snizenou pohodu z hlediska reakci na akutné
pUsobici stresory, nebyli vSak stresovani chronicky.

Elevované koncentrace kortizolu manifestuji ndvrat k bazalnim hodnotdm prostfednictvim

mechanismu negativni zpétné vazby, které se Ucastni hypotalamus, prefrontalni kortex a zejména
hipokampus. Pfi opakovaném vystaveni chronickym stresogennich stimulim se cirkulujici
hladiny kortizolu udrzuji dlouhodobé nad fyziologickym ramcem, coz vede k naruseni ¢innosti
hipokampdlnich a kortikdlnich neuron(, kde dochazi k iniciaci negativni zpétné vazby (Mizoguchi
et al. 2003).
Takové interakce mohou vést k udrzovani nadpriimérnych hladin kortizolu, a to i bez ptritomnosti
stresogennich podnétd, v dlsledku jiz naruseného mechanismu negativni zpétné vazby. Adaptaci
persistentnim stresorllm se muZe organismus potykat s nedokonalou obnovou puavodni
homeostazy, coZ vede k normalizaci nové ustalené, chronicky zvysené hladiny.

K adaptaci na stres dochazi po kumulativnim zatiZeni, téZ nazyvaném alostatickou zatézi. Mezi
Casté dlsledky patfi hyperkortizolémie, zvyseni hladin cytokin( Gcastnicich se pfi zanétlivé
reakci, hypertenze, nadvaha, inzulinova rezistence, diabetes a neurodegenerativni onemocnéni
(Lee et al. 2015).

Psi v integrovaném zachranném systému musi byt na tento typ prace dokonale pfipraveni
a jejich schopnosti by mély byt systematicky provérovany pti zachrannych zkouskach (Diverio
et al., 2016). Tyto patraci zkousky by mély byt sestaveny tak, aby pslim co nejvice pfipominaly
skute¢nou zachrannou akci. Proto hodnoceni stresu u psa v kontrolovanych podminkach béhem
zkousek umoznuje urcit nachylnost psa ke stresu, ktery zaziva pfi skutecnych patracich operacich
(Lit et al., 2010). Kortizol je jednim z méritek stresové reakce a aktivace hypotalamo-hypofyzarné-
nadledvinkové osy v reakci na centrdlni nebo periferni podnéty. Stejné jako adrenalin
je klasifikovan jako stresovy hormon. Slinny kortizol se pak bézné pouziva jako biomarker stresu
a souvisejicich dusevnich nebo télesnych onemocnéni (Hellhammmer et al. 2009; Wojtas et al.
2021). Koncentrace ve slinach udrzuji kone¢nou fazi pasivniho difundovani skrze acinarni burky
slinné Zlazy (Granger et al. 2007; Dreschel & Granger 2009). U vitalnich jedinct je slinny kortizol
extrémné prospektivni, vzhledem k jeho reflektovani hladin plazmatické koncentrace, nebot
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nevazany kortizol pasivné difunduje z krve do slin. Majoritni podil (pfes 90 %) plazmatického
kortizolu je navazano na transportni proteiny (kortikosteroidni vazné globuliny). Minoritni ¢ast,
3-5 % plazmatického kortizolu je ve volné, nevazané bioaktivni formé (Gratti et al. 2009; Musiala
et al. 2018). Po akutnim stresoru, obvykle béhem 10 aZ 30 minut dosahuje zvySena koncentrace
salivarniho kortizolu maximalnich hodnot (Schneider & Slotta-Bachmayr 2009)

Se zpozdénim 30 minut pak resorbuje adaptivni reakce na predesly podnét bez disruptivnich
vlivl spojenych s manipulaci pfi samotném odbéru. Jednd se tedy o zcela bezbolestni
a intermitentni zakrok eliminujici stres spojeny s odebiranim vzorku ve srovnani s venepunkci
(Granger et al. 2007; Dreschel & Granger 2009; Bennett & Hayssen 2010; Sherman et al. 2015).

Samotny odbér je mozZno provést z nékolika ¢asti tlamy psa, napt. z jazyka, dasni, tvrdého
patra nebo licniho vaku (Kobelt et al. 2003). Potrava Zivoc¢isSného plvodu v tlamé psa mize
obsahovat latky, které interferuji ve slinnych imunoanalyzach (Chmelikova et al. 2020). Proto
Colussi et al. (2018) doporucuji vyvarovani se potravy nejméné 20 minut pred kazdym odbérem.
Kolisani sérového kortizolu se v jeho slinném rozhrani projevuje v prodlevé trvajici do 5 ti minut
(Gatti et al. 2009; Colussi et al. 2016). Bazalni hladiny jsou adaptovany vici vnitfnim i vnéjsim
parametriim organismu, konkrétné pak vékem, pohlavim, teplotou a denni dobou (Koyama et al.
2003; Chmelikova et al. 2020). Intaktni feny maji vyssi koncentrace vici kastrovanym a stejné tak
vUci kastrovanym i intaktnim pstm (Chmelikova et al. 2020). Naopak nizsi hladinu kortizolu maji
dle Cobb et al. (2016) psi do véku 6 mésict vici pslim v rozmezi Sest mésicl az rok a 1-8 let
starSim pstm. Fratkin et al. (2013) téZ uvadéji nizké bazalni hladiny béhem prvnich nejkritictéjsich
period Zivota. Kastracni status a pohlavi by tak mély byt povazovany (Sandri et al. 2015)
za relevantni proménou pfi analyzovani kortizolu u ps(.

Tento biologicky material Ize psim odebrat s maximalnim prodlenim trvajicim do 4 minut,
aniz by byl nezadoucim stresorem, znehodnocujicim vypovidajici hodnotu takového odbéru,
a mél tak vliv na koncentrace kortizolu (Kobelt et al. 2003). Koncentrace tohoto glukokortikoidu
modulujiciho stresové reakce byly zkoumany u armadnich pst (Diverio et al. 2016) a psl
patracich a zachrannych (napf. Ahrens et al. 2004; Slensky 2004). Byl prokazan vliv raného vycviku
na koncentraci kortizolu (Ando et al. 2020), pficemz pracovni psi uzivani v armadé
Ci vintegrovaném zachranném systému, zaznamenavaji jeho zvysenou hladinu v reakci na fyzické
a smyslové zatizeni (Haverbeke et al. 2008). Stejné tak byl jiz analyzovan dopad cviceni
na plazmaticky kortizol, nicméné neni pfilis zndmo o jeho parametrech v pfipadé slin. S ohledem
na glukoregulacni hormony se pripousti, Ze muiZe dochazet k jejich vyznamnym modifikacim
za Ucelem fizeni energetické bilance svalovych bunék. Zvyseni koncentrace kortizolu je zfetelné
vice umérné délce pracovniho vytiZeni nez intenzité samotného Ukonu (Rovira et al. 2008).

O této tezi vypovida téz kratké submaximalni zatizeni u agilit zdvod(, které ve srovnani
se zachranarskymi disciplinami nemély signifikantni vliv na koncentrace v séru (nejvyssi hodnota
Colussi et al. 2018; 3,22 + 0,51 ng/ml). Koncentrace ve slindch u psu se lisi v intervalech
podminénych typy vykonavané ¢innosti. Kolisani je podminéno rozsahu tkonu a potfebné uUrovni
bdélosti, jeZ je pro kognitivni odezvy psa vynakladana (Colussi et al. 2018). Identifikace reakci psa
v dlsledku cviéeni je zasadni determinantou, v pfipadé kdy zvazujeme odliseni fyziologickych
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vrve

a intenzivni zatéze, ktera by byla v rozporu s kondici a Urovni trénovanosti psa.

Vzhledem k pozorovanému vztahu mezi zvysenymi hladinami kortizolu a efektivitou
pracovnich psu (Foyer et al. 2016), se jevi relevantni zkoumat Uroven stresu u psd vodicich
a patracich s moznosti komparace téchto hladin s témi, u jedinc( Zijicich v domacim prostredi
jako spolecensti byt geneticky podobni, bez vlivu pracovniho nasazeni. Prace vodiciho psa je totiz
vyCerpavajici a mnohdy podnécuje zvysenou aktivitu osy HPA jako pficinu i dlsledek rutinnimu
vystaveni podnétiim nezndmé povahy s proménlivymi podminkami pro odpocinek po zatézové
koncentraci a stavu bdélosti (Bray et al. 2017; De la Fuenta-Moreno et al. 2023). Povaha zatéze
vodicich pst a modulace navyseni sérového kortizolu byva prisuzovana (Chmelikova et al. 2020)
pozitivnimu dUsledku kognitivnich a dusevnich procesl. Nicméné, zvySené hladiny nebyvaji
mnohdy pfisuzovany pouze excitovanym staviim, naopak je zvyseni pojeno u vétsSiny savcl
se stresovou reakci (Koyama et al. 2003; Chmelikova et al. 2020; Wojtas et al. 2020).

Znalost o specifické dobé potirebné k dosazeni klidovych hodnot po zatézi je zdsadni pro navrh
a suplementaci strategii aplikovanych v praxi pfi liniovém patrani, které by mohly zameazit
nemocem s cvitenim spojenych jako jsou napf. rhabdomyolyza, dehydratace, Upal nebo
vyCerpdani (Rovira et al. 2008). Fyzické zatiZeni a Zivot-ohroZujici stresory vyvolavaji zvySenou
reaktivitu nadledvin, zatimco psychické stresory podminéné uzkostlivymi stavy vedou k
podstatné méné vyrazné modulaci. Fyzicky naro¢né, Zivot ohrozujici stresory maji za nasledek
zvysSenou reakci nadledvin, zatimco psychické, Gzkost vyvolavajici stresory maji za nasledek
snizenou reakci. Bornstenet et al. (2008) ve svém vyzkumu naznacuje mechanismus u
zatéZovanych zvifat modulujici reakci nadledvin mimo adrenokortikotropniho hormonu, ktery
poskytuje zvySené mnoiZstvi kortikosteroidd, kdyZ nastane potieba celit fyzickym inzultiim, ale
snizené mnozstvi kortikosteroidl, kdyz k vyrovnani mentalniho zatiZzeni dostauje samotné
cviceni (Bornstein et al., 2008). Psi mohou projevovat behavioralni zmény v dlsledku stresu bez
soucasného zvyseni koncentraci kortizolu ve slinach ziejmé kvUli kratkému trvani cviceni, jez
aktivuje pouze sympaticky systém. Zmény byvaji mirné v souvislosti se stopovanim krve anebo
lovem kopytnikd (nejvyssi hodnota (3,04 * 0,66 ng/ml), coz potvrzuje dFivéjsi pozorovani
némeckych ov¢aka, ktefi podstoupili stoparské vyzvy soutéze IPO, kde aktivace osy HPA byla nizsi,
pokud uUkony vyZzadovaly vyraznéjsi bdélost a psychickou koncentraci (Colussi et al. 2016).

Naproti pozorovani loveckych psi béhem prodlouzeného fyzického vypéti ktefi pti hledani
kofisti svym Cenichem soustfedéné znaci misto jejiho skrytu a naznacuji zvySeni koncentraci
ve srovnani s neutralnimi podminkam (a tedy nizsi koncentrace kortizolu v klidovém stavu) mezi
odbérovymi Casy (diference 258 minut), kdy se hladiny navysily z T1 do T2 (4,61 + 1,38 ng/ml
a 16,33 £ 4,52 ng/ml), nebot stejné jako v pfipadé psh v integrovaném zachranném systému
vyzaduji velké mnoiZstvi energetickych zasob. Negativni energeticka bilance spojena s fyzickou
aktivitou stimuluje sekreci kortizolu (Royer et al. 2005). ZvySend koncentrace v plazmé (napf.
béhem hry s majitelem) Uzce souvisi s odezvou organismu na zvysenou fyzickou aktivitu, zejména
pfi absenci konkrétnich stresovych stimul (Handlin et al. 2011). Ta byla pozorovana téz v séru
(Huntingford et al. 2014; Fergestad et al. 2016), po zavodé sanovych psl ve vyzkumu Durocher
et al. (2007) v moci. Zatézi indukované zvyseni sérového kortizolu pst zcela absolvujicich sanovy
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zavod je v souladu s dfivéjsimi poznatky o psech vyuZivanych pro dlouhé vzdalenosti a tedy
umérné zvysenou potirebu energie béhem fyzické aktivity. Navyseni bylo pfisuzovano taktéz
inscenaci Ucasti v zdvodech (Angle et al. 2009). Koncentrace salivarniho kortizolu pfi stresu byly
dle (Cobb et al. 2016) ustdleny v rozmezi 0az337,9 ng/ml, pficemz primérnd hodnota
je ptisuzovana 4,5 ng/ml. Podobnou hladinu 3 ng/ml udava Colussi et al. (2018).

3.4.1 Cirkadianni a diurnalni rytmus secernace kortizolu

Koncentrace kortizolu jsou stimulovany dennimi, cirkadidnnimi a sezonnimi rytmy sekrece. Tento
rytmus byva zpravidla synchronizovan svétlem prostfednictvim suprachiasmatického jadra,
jez odrazi spankové parametry jednotlivého taxonu. Tento fenomén byl zaznamenan u psa (Clow
et al. 2010; Stalder et al. 2016), ma vrchol v rannich hodinach a posléze klesa v pribéhu
s deeskalaci nékolika hodin pred usnutim a pfi usnuti (Accorsi et al. 2008; Horvath et al. 2007).
Cobb et al. (2016) zaznamenali namérené koncentrace ve shromazdénych vzorcich rannich
hodinach od 6:00 do 8:00 vyrazné nizsi ve srovnani s vecernimi mezi osmou hodinou vecerni
a pllnoci. Mnoho savc(, kterymi jsou napf. ¢lovék a hlodavci vykazuji reakci na probuzeni
znatelnym zvySenim sekrece kortizolu béhem prvnich 30-45 minut (Clow et al. 2010; Stalder et al.
2016). Pfitomnost reakce po probuzeni vsak u psl nebyla zjisténa (Cobb et al. 2016). Hodnoty
namérené Colussi et al. (2018) se vsak vyznamné nelisily: 1,90 * 1,59 ng/ml ranni odbér; 2,20
+1,84 ng/ml poledne a 1,72 + 1,88 ng/ml vecerni. Dle uvadénych Gudajd (Gianneto et al. 2014;
Glenk et al. 2014; Sandri et al. 2015) by tak mél byt povazovan za nejvhodnéjsi udaj vecerni
vzorek (Colussi et al. 2018). Gieanetta et al. (2014) nicméné udava nejvyssi vrchol cirkadianniho
rytmu kolem poledne a nékteré studie dokonce udavaji Uplnou absenci diurnalni a cirkadianni
variace kortizolu (Bergeron et al. 2002; Koyama et al. 2003; Wenger-Riggenbach et al. 2010).
Nejednota napfi¢ studiemi znemozniuje zcela presné posouzeni slinného kortizolu
pro 24 hodinovy cyklus u psl (Cobb et al. 2016).

3.5 Oxytocin

Oxytocin reprezentuje slibny biomarker fyzické zatéZze u pracovnich psli, zejména ve vztahu
ke stresové odpovédi organismu a draham aktivity kortizolu (Osorio et al. 2016). Hormon
z podstaty neuropeptidové povahy, syntetizovany v bunkach magnocelularnich neuront
v supraoptickych a paraventrikularnich jadrech hypothalamu a uvolfiovany hypofyzou, zastava
klicovou roli v neurofyziologickych procesech. Multifunkéni Gcinky zavisi na individualnich
faktorech, vcetné genetiky, pohlavi, véku, socidlniho prostfedi a zkuSenosti z raného Zivota
(Knobloch et al. 2012; Quintana et al. 2021).

Podstupuje rychly axonalni transport do zadni ¢asti hypofyzy, kde je ukladan spolecné
s neurofyziny do doby, kdy jej patficné podnéty uvolni do systémového krevniho obéhu
a centralniho nervového systému (Barret 2016). Oxytocinergni systém, aktivni u rliznych taxon(
savcl, hraje vyznamnou roli v interspecifickych vztazich, coZ je patrné pri vzajemné aktivaci
evolucné zakotvené vazby mezi lidmi a psy. Fyziologicky ma inhibicni Gcinky na hypotalamo-
pituitarné-adrendlni osu, modulujici stresové reakce. V pripadé stresovych stimul( uvoliuje
paraventrikularni jadro oxytocin, coZ koreluje s adaptabilnim chovanim pfi habituaci vUidi
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stresorlim (Mikldsi 2009; Onaka & Takayanagi 2021). Inhibice kurzoru-kortizolu mlze nastoupit
pozvolna (Cardoso et al. 2013), proto se mohou vysoké koncentrace slinného oxytocinu
i glukokortikoid( vyskytovat soucasné. Pozitivni korelaci pozorovala Ogi et al. (2020) u psu,
pfi mirné stresujicim stimulu tj. pfi izolaci v nezndmé mistnosti.

Adaptivni zmény jsou podminény internim a externim podminkam s pozorovanou plasticitou
v oxytocinovych neuronech a receptorech (Grinevich & Stoop 2018). Receptory oxytocinu
v centralni amygdale projevuji anxiolytické' G¢inky modulaci jeji aktivity, ktera je zodpovédna
za tlumeni strachu a Uzkosti. Modulace ma vliv taktéz na stres vnimavé oblasti mozku, jakymi
jsou hipokampus a amygdala. Exogennim podanim oxytocinu zde Ize tlumit stresem podminénou
aktivitu a modifikovat neuroendokrinni odpovéd), plasticitu synapsi a hipokampem podminénou
pamét (Grinevich & Ludwig 2021). Aktivace oxytocinovych neuronl v kontextu stresové
odpovédi se téz ucastni sympaticky nervovy systém, konkrétné pak katecholaminergni aferenty,
pficemZ projekce z katecholaminergnich neuron(l v prodlouZzené mise hraje vyznamnou roli
(Onaka & Takayaagi 2021). Tyto neurony reaguji na r(izné stresory a jejich reakce odpovida
aktivaci oxytocinovych neuron(l, coZ naznacuje souvislost mezi nimi. Oxytocinové neurony
reaguji na stresory biologicky suboptimalniho-stresogenniho prostfedi, (nebo naopak vimaného
jakoZto bezpecné, kdy dochazi ke zklidnéni), prijem potravy i socidlni angazovanost a nasledné
uvolnuji oxytocin do plazmy, jenz lokalné difunduje ke vzdalenym receptorlim v mozku,
vyvoldvajici anxiolytické a pro-socialni ucinky nezbytné také pfi adaptaci chronickému stresu
(Neumann & Landgraf 2012).

Chronickd expozice oxytocinu zplsobuje indukovanou dysmotilitu gastrointestinalniho
oxytocin, coby neurotransmiter a parakrinni hormon klicovou roli v energetickém metabolismu,
tlumeni Uzkosti a jakoZto regulacni Cinitel stresové odpovédi savcll. Vykazuje vnimatelné ucinky
na amygdalu, socidlni chovani; pti kognici druhovych pftislusnik(i, matersko-vazebniho vztahu,
sexualnimi interakcemi ¢i formovani parovych pout anebo pfi agonistickém chovani mezi samci
(inhibice agresivity). Je pfitomen téz béhem brezosti, porodu, kojeni ¢i béhem reakce ,,boj nebo
uték” (Zheng et al. 2010; Yoshimoto et al. 2012; Grinevich & Ludwig 2021).

Jeho Sirokosahly regulacéni vliv zahrnuje neuroendokrinni, autonomni nervovy a imunitni
systém Uzce souvisejici s modulaci stresové odpovédi, vyvrcholujici v tlumeni aktivity
hypotalamicko-hypofyzarni-adrendlni osy, utlumeni zanétlivych kaskdd a tlumeni chovani
spojeného s Uzkosti (Barret 2016). Vychazejici z magnocelularnich a parvocelularnich neurond
se oxytocin rozptyluje do mesencephalonu (stfedniho mozku), medully oblongaty (prodlouzené
michy) a medully spinalis (patefni michy), ovliviiuje Skalu funkci zahrnujici regulacni procesy
pfijmu potravy, autonomni reakce, kardiovaskularni reaktivitu, nocicepci' a regulaci homeostazy
pfi adaptaci narocnym behavioralnim vyzvadm souvisejicich s Uzkosti. Déje se tak v dusledku
uvolnovani kortikoliberinu, kdy se v ptipadé intranazalni aplikace realizuje inhibice sekrece
kortikotropinu a v dlsledku pak naruseni sekrece kortikosteronu (Blevins et al. 2004; Onaka

' Anxiolyticky hormon supresuje tzkostné a stresové stavy, podporuje relaxaci. Pfi symptomatické 1é¢bé anxiolytika
ovlivfiuii neurotransmitery, requluii nervovou aktivitu a snizuii izkostné projevy
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& Takayanagi 2021). Oxytocinovy systém pusobi jakoZto adaptabilni substrat, podnécujici
adaptabilitu externimu prostfedi, usnadnujici procesy uceni a vyznamné pfrispivajici
k odolnostnim kapacitdam organismu. Vzajemna aktivace mezi oxytocinovym systémem a osou
HPA (Feldman 2012), naznalujici obousmérnou regulaci, kterd je ovlivnéna Cc¢éastecné
psychosocialnimi faktory (Dabrowska et al. 2011; Feldman & Bakermans-Kranenburg 2017).

PFi vyskytu stresu mulZe oxytocin snizit hladiny kortizolu, pfispivajici navratu k bazalnim
hodnotam. Aktivni poddni oxytocinu sniZuje Uzkostné orientované chovani a podminény strach.
U¢inky oxytocinu na osu HPA zahrnuji dle Romanov et al. (2017) inhibici sekrece kortikotropinu
mozku, vedouci k poklesu produkce a uvolfiovani kortizolu. Hormonalni drahy pro aktivaci
neurony oxytocinem zahrnuji interakce s norepinefrinem, peptidem uvolniujici prolaktin (PrRP)
a dalsimi neurotransmitery. Interakce PrRP-oxytocin je povaZzovana za potencidlni misto
kiiZového puUsobeni mezi stresem a pfijmem potravy. Podani oxytocinu muiZe inhibovat
adrenokortikotropni hormon a naslednou sekreci glukokortikoidd (Onaka & Takayanagi 2021;
Duque-Wilckens 2020).Centralni stresova odpovéd zahrnuje modulaci sekreci kortikoliberinu
oxytocinem zpusobem zavislym na ddvce, ovliviiujici kortikotropiny v hypofyze prostiednictvim
receptorl oxytocinu. Sirokd distribuce receptorli manifestuji ucinek v riiznych oblastech
zapojenych do reprodukéniho a materského chovani, déle pak pfi procesu uceni, ukladani paméti
¢i jeho posileni (Onaka & Takayanagi 2021).

Byla prokazana pritomnost receptor(l pro glukokortikoidy nachazejicich se v amygdale,
hipokampu a hypotalamu, které zde poukazuji na moZnou regulaci oxytocinu kortizolem.
Synergické pusobeni kortikosteroidy vazajiciho globulinu a oxytocinu v hypothalamu vypovida
o vzajemné stimulaci mezi oxytocinem a kortizolem pfi regulovani stresovych odpovédi. Oxytocin
zastava v pripadé pst zkoumany biomarker v oblasti neuroendokrinologického a behavioralniho
vyzkumu, a ktery vzhledem ke své neinvazivni povaze pfispiva k udrZeni zaddouciho stavu welfare.
(Herman et al. 2012; Dief et al. 2018; Li et al. 2019). K signifikantnimu zvyseni hladin oxytocinu
dochazi vdusledku aerobniho zatizeni, kdy je oxytocin uvolnén jadra solitarniho
traktu — ze shluk(l senzorickych jader neuron( utvarejicich vertikalni sloupec Sedé hmoty
v prodlouZené mise, coz podnécuje aktivita parasympatického nervového systému (Lindsay
2000).

Parasymatikus reguluje srde¢ni tonus prostrednictvim bloudivého nervu (nervus vagus)
vzhledem kovlivnéni senzorickou zpétnou vazbou z baroreceptorového reflexu (pfijem
viscerosenzitivnich podnét(l) a variabilité srdec¢ni frekvence. Oxytocin inhibuje tachykardii
zpUsobenou cvicenim a prispiva k adaptacim pro optimalni fyzickou aktivitu (Hew-Butler et al.
2008; de Jong et al. 2015; Ludyga et al. 2022). Elevované koncentrace oxytocinu byly
zaznamenany (studie Rassovsky et al. 2019) vyjma vytrvalostniho cvieni téz v pribéhu
martidlnich uméni s vysokou intenzitou fyzické aktivity. Kratkodobé stiedné-narocné tréninky
mély za nasledek vyznamné navyseni hladin oxytocinu u dospélych muz(i i zen, ktery pretrvaval
nejméné 30 minut po skonceni tréninku. Prokrveni svalQ pfi vynakldadaném fyzickém vykonu
doprovazi exkreci adrenalinu, ktery kontribuje k zvySeni tachykardie a tachypnoe, kdy je do svall

it NeurohumordlIni odpovéd pri podraZdéni nociceptord, vznik signalizace o bolestivém stimulu a jeho vedeni nervovymi
vldkny do centrdiniho nervového systému.



vétsi mnozstvi kysliku, coz ma pozitivni dopad na adaptabilitu spojenou s aerobni aktivitou
(Lindsay 2000; Hew-Butler et al. 2008).

Salivarni koncentrace oxytocinu jsou obvykle méreny prostifednictvim enzymovych
imunoanalyz a dosahuji pozoruhodné vyssich hodnot, nez je tomu v pripadé clovéka,
coz zdlraznuje druhové podminénych specifik pro analyzu tohoto biomarkeru (Maclean
et al. 2018; Ogi et al. 2020). Valida¢ni studie White-Traut et al. (2009) vyZadovaly az ¢tyfndsobné
koncentrace slin pro spolehlivé vypovidajici hodnoty vzork(i. Namérené koncentrace v slinném
médiu psl se pohybovaly v rozmezi 0,281 ng/ml a 0,694 ng/ml v pfipadé souprav Arbor Assays
a Cay-man Chemical. Analyza identickych vzork( s extrakci a bez, poskytla korelované hodnoty
v pfipadé obou uZitych souprav (nicméné extrahované vzorky mély pochopitelné vyrazné nizsi
koncentrace). Koncentrace oxytocinu jsou podminény cirkadiannimu rytmu, pricemz vrcholu
dosahuji v pripadé krevni plazmy v pribéhu svételné faze dne a naopak k poklesu dochazi béhem
soumraku, jak je tomu prokazano napt. v pfipadé mysi. Pfesna determinace vrcholové aktivity
koncentraci oxytocinu vsak v pripadé psi doposud nebyla exaktné stanovena (Yamashita
et al. 2013; Maclean et al. 2018).

Navzdory obtizZim presného stanoveni doby trvani hormonadlni aktivity oxytocinu pfi jeho
maximalnim vzestupu , tzv. oxytocinového peaku, detekce oxytocinu ve slinach poskytuje fadu
vyhod pro vyzkum kognitivnich a behavioralnich aspektl interspecifické komunikace ve vztahu
mezi psem a Clovékem (Ogi etal. 2020). Steroidni hormony v hypotalamickych jadrech,
glukokortikoidy, se podileji na sekreci oxytocinu. Ty jsou sekretovany z dfené nadledvin
pod vlivem adrenokortikotropinu z predniho laloku hypofyzy, jehoZ regulace je mediovana
oxytocinem a jeho receptory, predevsim pak hypotalamickym kortikoliberinem (ilustruje
diagram 2, str. 17). Na distribuci glukokortikoidd v systémovém obéhu ma téZz impakt
kortikosteroid vazajici globulin, k jehoz syntéze dochazi v jatrech, a ktery se podili na stresové
odpovédi v kontextu srdecni ¢innosti (Dief et al. 2018).

Slinné vzorkovani je neinvazivni, Ize ho provadét ve specificky ¢as a snadno jej Ize provadét
pfimo majiteli psG v jejich pfirozeném prostiedi, poskytuje flexibilitu pro kratkodobé
i dlouhodobé hodnoceni peptidické aktivity u psd. Nutnost uchovavat vzorky pfi nizkych
teplotach (jejich zmrazovani) je zdsadni pro stabilitu molekul a prevenci degradace s ohledem
na zachovani integrity v zajmu zajisténi presnych vysledkd analyz (MacLean et al. 2018).
Interpretovani vysledk(l mlzZe byt obtizné, nebot centralni a periferni sekrece oxytocinu nemusi
byt synchronni, oxytocin je totiz uvolfiovan nezavisle na lokalnim pUsobeni neurond, pficemz
uvolnéni z dendritl vykazuje zpozdéné plisobeni oproti sekreci terminalniho synaptického uzliku
(Ludwig & Leng 2008).

Fyzicka aktivita, zejména vytrvalostni ¢i dlouhodobé povahy, nikoliv kratkodobé a intenzivni
povahy indukuje vzestup koncentraci oxytocinu v krevni plazmé u ¢lovéka, coz zdlraziiuje jeho
roli pfi fyzické aktivité (Hew-Butler et al. 2008). O potencidlu oxytocinu jakoZto stresového
biomarkeru vypovidaji téz fixné ustalené vztahy (srovnatelné s navozenym poutem mezi matkou
a mladétem), zahrnujici blizké interakce mezi majiteli a pracovnimi psy, které pfispivaji ke snizeni
koncentraci kortizolu spolecné s krevnim tlakem. Koncentrace oxytocinu v pfipadé majitel( i psa
jsou ovlivnény frekvenci a typem dotyku béhem interakci a podminény behavioralnim kontextem
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(Kotrschal et al. 2009). Psi s nizsimi hladinami oxytocinu jsou CastéjSimi recipienti pfi pfijmu
hlazeni a Ucastni se interakci Cetnéji, zatimco majitelé projevuji potfebu donace — navozeni
socialni interakce. Oxytocin inhibuje uvolnovani kortizolu u ps(, coZ vede k pozitivnimu vzruseni
namisto projevl stresového chovani.

Majitelé s vyssimi hladinami oxytocinu vykazuji uklidnujici ucinky na své psy, coz zdlraznuje
vzajemnou stimulaci hladin oxytocinu (Kotrschal et al. 2009). Hladiny oxytocinu a kortizolu jsou
u obou nepfibuznych druhtd modifikovany navozovanim oxytocinem podminénych interakci
s ohledem na koevolucni, symbiotickou hypotézu coz odrazi komplexni vztah mezi oxytocinergni
aktivitou a regulaci stresu v partnerskych vztazich mezi psem a ¢lovékem (Mikldsi 2009; Beetz
etal. 2012). Kauzalitou oviem mUze byt téZ evoluce konvergentni, pfi niz by synergie hladin
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3.6 ELISA: Imunoenzymaticka detekce steroidi

Enzymova imunoanalyza EIA a imunosorbentni test enzymové vazany s pevnou fazi ELISA
jsou neinvazni analytické metody s vysokou senzitivitou, kterymi Ize detekovat a kvantifikovat
pfitomnost antigen( ci protilatek (analytl) obsazenych v biologickém vzorku. Kolormetricky
systém téchto metod detekuje analyty komplexu enzymatického substratu a monoklonalnich
Ci polyklonalnich protilatek, jejichz kombinace umozriuje vznik tzv. enzymového konjugatu (Wild
2013). Imunosorbentni test s pevnou fazi, ELISA, vaze protilatku s enzymem, kdeZto
u EIA enzymovych imunoanalyz byva protilatka navazana na tzv. label-znacku, nejedna se tedy
o metody se shodnym principem fungovani, jak byvaji neziidkakdy mylné interpretovany (Mostl
et al. 2005). Metodu ELISA Ize pouZit jednak pro kvalitativni, jednak pro kvantitativni stanoveni
(Hayrapetyan etal. 2023). Metoda je zaloZena na specifické interakci antigen-protilatka
a nasledné detekci této interakce pomoci enzymové reakce, kterd produkuje méritelny signal
(wild 2013). Na procesu interakce antigen-protilatka c¢i protilatka-protilatka se podili
van der Waalsovy sily, Coulombovy interakce a vodikové mstky. Vlastni afinita k vazbé antigen-
protilatka byva taktéz podminéna mnoha dalsimi faktory v€etné pH, teploty, iontové sily roztoku,
koncentraci a typem detergentu a koncentraci dalSich pfitomnych makromolekul (Wild 2013).

Za nezbytné slozky imunosorbentnich metod byvaji (Matson 2023) povazovany: pevna faze
plnici imunosorbentni funkci, analyt ve vzorku, detekéni protilatka identifikujici takovy komplex
antigen-protilatka, k némuz ma detekéni protilatka taktéZ vazebnou afinitu. Determinujicim
principem pro vyvoj imunosorbentnich testd spociva pravé ve vzdjemné afinité interagujicich
¢inidel (Brown et al. 2004). Detekéni protilatky jsou znaceny vybranym enzymem, konjugovana,
jenz pri detekéni fazi méni pfidany substrat na barevny produkt. Vysledné zabarveni Ize detekovat
spektrofometricky ¢i luminometrem (Mostl et al. 2005; Crowther 2009; Ayidin 2015; Shah
& Manghsoudlou 2016). Pro spolehlivé prokazani analytu ve studovaném vzorku se hojné
vyuziva konjugovanych enzym( coby markerl — alkalickd fosfatdaza a kienova peroxidaza.
Principem vizualizace s pouZitim alkalické fosfatdzy je odstranéni fosfatové skupiny
ze substratu (4-nitrofenylfosfat), ¢imz vznikd Zluté zbarveny produkt (p-nitrofenol), kdezto
u kfenové peroxidazy je substrat (nejcastéji tetramethylbenzidin) oxidovan v pritomnosti H,0,
na barevny produkt. Oxidace substrdtu musi byt vSak zastavena pridavkem kyseliny. Kyselé
prostiedi rovnéz stabilizuje vysledny barevny produkt (Crowther 2009; Wild 2013).

3.6.1 Enzymové vazana imunosorbentni analyza (ELISA), usporadani

ELISA m(ze byt clenéna a klasifikovana do nékolika typl konfiguraci: pfimé, neptimé
a sendvicové usporadani (viz obrazek 4A). U kazdého typu konfigurace se mohou vyskytovat
jemné nuance vuZiti komponent, modifikace determinujici specifické  vyuziti
v praxi (Matson 2023). Béhem piimé ELISA (viz obrazek 4B) je antigen pfimo adsorbovan
na povrch mikrotitraéni desticky. Protilatka proti cilovému antigenu s konjugovanym enzymem
je poté pridana. Nasledné je pfidan substrat, jenz je pomoci konjugovaného enzymu pfeménén
na barevny produkt. Intenzita tohoto signalu je mérena nejcastéji spektrofotometricky. Mezi
vyhody této metody patfi predevsim jednoduchost a rychlost, protoZe se vyZaduje méné
inkubacnich a promyvacich krokl. Zaroven je mensi riziko kfiZzové reaktivity, protoze je pouZita
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pouze jedna protilatka. Velkou nevyhodou této metody je vSak niZsi citlivost v porovnani
s nepfimou a sendvi¢ovou ELISA konfiguraci, protoze nedochazi k amplifikaci signalu.

Neprimé usporadani (viz obrazek 4C) vyuziva dvé rGzné protilatky (primarni a sekundarni).
Primarni protilatka je specifickd pro antigen, jimz je potazena mikrotitracni deska, sekundarni
protilatka je specificka vici primarni protildtce a obsahuje konjugovany enzym. Diky sekundarni
protilatce dochazi k amplifikaci signalu, ¢imz ma tato metoda wvyssi citlivost nez primé
usporadani. Na druhou stranu je zde vyssi riziko nespecifické vazby diky pouziti dvou rGznych
protilatek ¢asova narocnost diky vicekrokovym inkubacim a promyvanim.

Sendvicové usporadani (viz obrazek 4D) je zaloZeno na pouZiti dvou rdznych protilatek
specifickych pro rGizné epitopy stejného antigenu. Prvni protilatka (zachytna) je imobilizovana
na povrch mikrotitracni desti¢ky na niz se vaze antigen ze vzorku. Poté se vaze druhd protilatka
(detekeni), kterd je konjugovana s enzymem. Tato konfigurace umozniuje velmi specifickou
a citlivou detekci antigenu. Lze tedy dany antigen stanovit kvalitativné i kvantitativné. Metoda
je vhodna pro vzorky se sloZitou matrici makromolekul. Metoda je vsak technicky narocna
a Casové nakladna. (Jianwen 2013; Hayrapetyan et al. 2023). Nepfimé a sendvicové konfigurace
Ize uréitym zplsobem modifikovat. Nejcastéjsi modifikaci téchto metod je vyuZiti
tzv. kompetitivni usporadani (Hayrapetyan et al. 2023).

3.6.2 Kompetitivni usporadani imunosorbentni ELISAy

Principem ELISA v kompetitivnim (téZ inhibi¢nim) usporadani je kompetice antigenu s predem
definovanym mnoiZstvim stejného, ale znaceného, antigenu (tzv. stopovaciho) o vazbu
na specifické protilatce, ktera je v omezeném mnozstvi (Jianwen 2013; Shah & Manghsoudlou
2016; Hayrapetyan et al. 2023). Tato metoda umozZniuje detekci malych molekul, jako jsou
hormony, steroidy, toxiny, kde neni mozné poutzit klasické nepfimé ¢i sendvicové usporadani
(Lequin 2005; Engvall 2010). Diky kompetici o vazebna mista vykazuje kompetitivni usporadani
vysokou specifi¢nost, avsak nizsi citlivost ve srovnani s nepfimym a sendvicovym usporadanim.
Pro ucel této diplomové prace byla neptfimou ELISA v kompetitivnim usporddanim (princip
viz obrazek 4E) detekce a kvantifikace kortizolu a oxytocinu ze psich (Canis lupus familiaris) slin
(tzv. salivarni kortizol/oxytocin).

Nespornou vyhodou odebrani salivarniho kortizolu ¢i oxytocinu oproti plazmatickému
je neinvazivni zplGsob odbéru vzorku, ktery se aplikuje predevsim v oblastech vyzkumu
behavioralni ekologie, biomedicinskych oborech ale i vramci managementu chovu domacich
i divokych zvitat a je v souladu s dodrZzenim nezbytnych principll pro zachovani psychického
a fyzického stavu odebiraného zvirete, jeho welfare (Kobelt et al. 2003; Bennet & Hayssen 2010;
Palme 2012). Zkouman byva predevsim fyziologicky stres, ktery mnohdy byva zodpovédny
za vychyleni z rovnovazného stavu homeostazy studovaného organismu (Palme 2012).
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Obr. 4: Konfigurace enzymové vazaného imunosorbentniho testu (ELISA). A) Prehled ELISA
typd konfiguraci, B) princip pfimého uspofadani, C) princip nepfimého usporadani, D) princip
sendvicového usporfadani a E) princip kompetitivhiho nepfimého uspofadani. Modifikovano
(Alahi & Mukhopadhyay 2017, Boster Biological Technology 2023). Vytvoreno v biorenderu.
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Metodika 4

Sbér salivarnich vzork( a termometrie psl této diplomové prace byly realizovany pfi prilezitosti
Ucasti v projektu ,Evaluace a zvySeni pripravenosti patracich tym( vyuzivanych pfi patrani
po pohresovanych osobach v terénu” s oznacenim ,,Patrac I1“, uskutecnénym katedrou etologie
a zajmovych chovi CZU v Praze a dotovanym grantem ministerstva vnitra CR vedenym
jako VK01020018.

Byla stanovena standardizovand zatéZova procedura pro dosaZeni fyzické pripravenosti
psl pfi absolvovani terénnich cvi¢eni zvolenych lokalit. Tato cviceni byla zfizena v souladu
s dosavadnimi poznatky o pracovniho rezimu a fyziologickych limitech psi (pfedevsim jejich
Cichového potencialu), coby vysoce efektivniho patraciho prostfedku, a jejich psovodl
z fad Horské zachranné sluzby CR, Policie CR, Hasi¢d a dobrovolnickych kynologickych brigad,
diky jejichz spolulcasti byl odbér vzork(i umoznén.

4.1 Experimentalni prostredi standardizovaného zatizeni

Samotné traté terénnich cviceni byly designovany tak, aby imitovaly redlné nasazeni a rozlisné
terestrické podminky operaci plosného vyhledavani pohresovanych osob, které jakozto figuranti
personifikovali studenti Ceské zemédélské univerzity. Tyto traté byly navrieny v souladu
s posouzenim vedouciho terénnich cviceni a lektora analogickych zatézovych podminek, kpt. Ing.
Vladimirem Makesem, Krajského reditelstvi policie Kralovohradeckého kraje.

Slinné vzorky spolecné s télesnymi teplotami byly psim odebrany v etapdach testacni zatézové
trasy podle synchronniho harmonogramu, jez byla psy absolvovana béhem ¢ervna 2023, a ktera
téz poslouzila jakozto stabilizacni prostfedek stanovené metodiky pro odbér téchto vzorkda.
Po validaci odbérové metodologie byla nasledné uskutecnéna dvé radna cviceni konana
v Cervenci a Fijnu téhoZ roku, jejichz charakteristiky shrnuje tabulka 1, str 28. Béhem terénnich
cviceni byl kazdy ze pst sniman GPS lokatorem Garming Astro 230 v ramci opakovanych
segmentl navrzené trasy, kdy tento geolokacni pfistroj zaznamendval polohu v podobé pozi¢nich
bodu pro kazdého sledovaného psa.
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Tabulka 1: Lokality trati a jejich prislusné charakteristiky

TERMIN LOKALITA KRAJ PRUM. ROZLOHA TRASY
7.-9.6.2023 | Ceska Kubice Plzefisky 75  ha
11.-13.7. 2023 ‘ Dobrotice Zlinsky 88,75 ha
3.—5.10.2023 ‘ Hamry u Plumlova Olomoucky 186 ha

Kompletni dataset umoznil analyzu fyzického a mentalniho zatiZzeni psl s ohledem na informace
zakomponované v téchto bodech, ktery obsahoval: vzdalenostni Usek kazdych dvou za sebou
jdoucich bod(i, zaznamenany cas pro kaidy z pozi¢nich bod( (hh:mm:ss), prdmérnou
¢i maximalni rychlost vyvinutou béhem urazené mezibodové vzdalenosti (m/s), geografické
souradnice vychazejici ze systému WGS-84 (zemépisna délka, Sitka, vyska) a téz teplotu vzduchu
(°C) skrze cidla pfipevnéna k obojkiim propojend Bluetooth rozhranim s GPS pfrijimadi. Stazenim
dat do softwarového rozhrani volné dostupnych programi Garmin BaseCamp
(GARMIN®, Schaffhausen, Svycarsko) spole¢né s multiplatformnim geografickym informaénim
systémem ArcGlIS 10.4. (Esri, Redlands, U.S.A) byla poté pfidruzena data:

i) urazena vzdalenost (mnozstvi pfekonanych kilometr() ii) rozloha trasy (ha), iii) pocatecni
a konecny cas (hh:mm:ss), iv) souhrnny ¢as prekonani trasy, v) dil¢i doba stravena pohybovou
aktivitou, vi) doba bez vykonavani pohybu (napt. Cichani, rozhlizeni se, setrvani v nehybnosti,
nadmorska vyska geografického umisténi (m. n. m.), viiii) pocet vzestoupanych a sestoupanych
metrd. Ziskana data byla po exportaci do tabulkového procesoru Microsoft Excel dodatecné
upravena pro potreby statistického vyhodnoceni.

4.1.1 Harmonizované zatiZeni, kategorizace tras

Kolekce veskerych fyziologickych dat byla provedena na homogenné navrienych trasach
terénnich cviceni, pokazdé v pfislusné lokalité. Trasy byly roz¢lenény dle polohovych pozic¢nich
bodU reprezentujic synchronicitu z hlediska Casové a tudiz i pohybové narocnosti pro jejich
prekonani.

Trasy byly vzdy systematicky absolvovany pred samotnou operaci, ¢imzZ doslo k jejich integraci
do GPS lokator(i pozdéji pridélenych kynologickym patracim tymim s cilem udrzet
standardizovanou zatéz pro kazdy pripad cviceni a soucasné podrobit kazdou z nich dfivéjsimu
otestovani. BEhem téchto prichodl byly peclivé zaznamenany orientacni geografické body
a nasledné integrovany do GPS lokatorl, které byly k dispozici kazdému patracimu tymu,
sestavajicimu z psovoda a psa. Tyto informace slouZily patracim tymdm k orientaci pfi simulaci
patrani aplnéni zatéZové operace. Kaidy z patracich tymU prekonal simulované patrani
po pohifesovanych osobach, cozZzahrnovalo harmonizované pracovni zatizeni béhem
tfihodinového prichodu trasou. Tato simulace zahrnovala nékolik odpocinkovych intervald,
vCetné navstiveni dvou stanovist pro odbér salivarnich vzork( a méreni télesnych teplot v terénu.
Dalsi odbéry byly provedeny vrannich hodinach, pred zahajenim zatézové operace a také
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Obr. 5: Harmonizovany sbér salivarnich vzorkd. Schéma postupu a rozvrzeni odbér(
pfi provadéni experimentalni procedury — standardizované zatéze. Vytvoreno v biorenderu.

bezprostiedné po jejim ukonceni v ndvaznosti na relaxacni periodou psa. Harmonizace pro sbér
fyziologickych dat umoznuje komparovani parametr(i zatéze na psavzhledem ke stavu
predchazejicimu a stavu bezprostfedné nasledujicim stavu psa vzhledem k pohybové aktivité
béhem propatravani zatézovych segmentl po ndrocném vykonu (po ndlezitém odpocinku)
s ohledem na faktory fyzické unavy a motivaci k vykonu.

Béhem této Cinnosti byl kazdy tym povéren provedenim nékolika kontrolnich znaceni v tfech
samostatnych segmentech, které byly analogicky narocné pro prekonani z hlediska ¢asového
distribuce. Usp&sné nalezeni pohie$ované osoby bylo potvrzeno intenzivnim $tékotem. Kazdému
tymu byla svéfena uloha propatrat trasu v pridéleném terénu s rGznorodymi podminkami
vegetacniho krytu a rozlisSnou prichodnosti.

Distribuce povinnych prestavek byla provedena vsouladu s nezbytnym odpocinkem
mezi zatéZovymi segmenty, zahrnujici kontrolni znadeni a salivarni odbéry na dvou predem
uréenych odbérovych stanovistich (viz obr. 5, harmonogram zatéze). Pfed samotnym patrani
obdrZely tymy poradim podminény index, ktery determinoval startovni pozici. Konecny cas
se odvijel v zavislosti na rychlosti, presnosti prichodu a UspéSnosti oznaceni individudlnich
figurantd. Trat byla dokoncena na druhém odbérovém stanovisti s fyziologickym realizaénim
tymem. Po navstévé tohoto stanovisté psovod oznamil svou konecnou pozici na zakladné
a nasledné se uchylil se psem k odpocinku, ¢imz byla zatézova trat ukonéena. Kynologické patraci
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tymy byly pfedem informovany pouze o pritomnosti figurujicich pohfesovanych osob, avsak
nebyly jim poskytnuty informace o jejich konecném poctu. Tim bylo zajisténo, Ze tymy budou
udrzovany v terénni simulaci co nejvérnéji odpovidajici podminkam redlného nasazeni.

4.1.2 Klasifikace reliéfu, intenzita vegeta¢niho krytu

Béhem terénniho prizkumu byly pozorovany vyznamné variace reliéfu, prekonaného prevyseni
a vegetacniho pokryvu v zavislosti na konkrétni lokalité, a tudiz i narocnosti na fyzicky vykon
psa pro prekonani vzestupu ci sestupu té které nadmorské vysky. K posouzeni obtiznosti
prichodu byl stanoven vegetacni index, ktery umoznuje komparovat vybrané segmenty
terénnich cviceni a také mezi nimi, v ramci jedné trasy.

K designovani trasy wvyZival vUdc¢i cviceni soucasny stav vegetace prislusné lokality
k identifikaci vhodné plochy pro zvoleni kazdého segmentu. Segmenty v obtiZzné prostupnych
terénech byly pfifazeny mensi plochou ve srovnani se segmenty umisténymi v lokalitach snadnéji
prostupnych. Pro uUcely této diplomové prace byla stanovena mira prostupnosti vegetacniho
pokryvu vychazejic ze subjektivniho posouzeni vidciho cvic¢eni s klasifikaci do tfistupriového
modelu, pricemz ¢iselny kodex znazornuje naro¢nost prostupu terénem, kdy;

10T — oteviena krajina, relativné snadna prostupnost, pres 2MP — mirny porost, s adekvatnim
manévrovacim prostorem, aZz po 3HP — husty porost, kompaktni reliéf vyZadujici zvySenou
namahu a pozornost. Pfidruzena pismena pak determinuji nalezitost segmentll konané trasy
k prislusné lokalité. Kategorizaci integruje tabulka tfistupriového modelu intenzity vegetace.

Tabulka 2: Kategorizace tristupnového modelu intenzity vegetace
1 Otevrend krajina (OT)

Reprezentuje useky tras, charakterizované dominanci pfevdzné otevieného reliéfu bez vyrazné
vegetace Ci porostu. Tato topografie zahrnuje napf. travnaté pldné, cesty, louky, vysoky les a pastviny
s absenci husté vegetace, coZ utvdri optimdlni podminky pro snadny priichod a maximdlni vizudlini
prehlednost.

2 Mirny porost (MP)

Trasy s mirnym porostem keft a stromd, jejichZ hustota neni nadmérnd. Tento typ terénu
umoZnuje relativné snadnou prichodnost a poskytuje adekvdtni manévrovaci prostor. Jednd
se zejména o lesni cesty s omezenym porostem, obcasnym vyskytem skupin stromi a kerd,
bez vyrazné vegetace.

3 Husty porost (HP)

Identifikuje useky tras, které vedou kompaktnim lesem a pravidelnym stromovym porostem, ¢imZ
vytvdri ndro¢né podminky pro prichod. Tyto tseky charakterizuje vysokd koncentrace stromd a kerd,
coZ miZe negativné ovlivnit vizudlni percepci a pohyblivost. Jednd se o useky tras vedouci hustym
lesem, mldzim, porosty s nizkymi vétvemi a koncentrovanym podrostem, kde priichod vyZaduje
zvysenou pozornost a fyzickou ndmahu clenitym reliéfem.
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Obr. 6: Kategorizace segmentU tras pohybové aktivity psa vybranych lokalit na zakl. tfistupriovy
modelu ndro¢nosti prostupu. Segmenty A1-7 (Ceska Kubice), B1-15 (Dobrotice), C1-7 (Hamry
u Plumlova). Zlutd linie — oteviend krajina (10T), oranZova linie — mirny porost (2MP), éervena linie

— husty porost (3HP).
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4.1.3 Termometricky profil — diverzita jednotlivych lokalit

S Gcelem analyzy pohybové aktivity psa a tudiz i vynaloZené fyzické zdatnosti byla zvolena jakozto
potenciadlné kli¢ovy faktor, jenz by mohl mit vyznamny dopad na fyzickou aktivitu a vykonnost
pst ambientni teplota vzduchu. Tato selekce vychazi z drivéjsich vyzkumnych studii, napf. prace
Robbins et al. (2017), anebo Spoo et al. (2015), které explicitné zdlraznuji potencialni vliv této
proménné na pohybovou aktivitu a fyzickou zatéz psq.

Pro detailni analyzu byly v prekonanych segmentech tras méreny teploty vzduchu (°C),
pficemZ ktomu slouzil GPS lokdtor pfipevnény na obojek zvifete. Z namérenych hodnot
byl nasledné vypocten primeér teploty prekonané trasy pro kazdou lokalitu, s dodatec¢nym
zaznamenanim minimalnich (15,6°C) a maximalnich (22,59 °C) teplotnich hodnot (viz Tabulka 3,
nize):

Tabulka 3: Teplotni profil a diverzita terénniho cviceni prislusné lokality

LOKALITA PROM. TEPLOTA MINIMALNI T MAXIMALNI T SMER. ODCHYLKA
Ceska Kubice 19,47 °C 16,1 °C 21,4°C +2,65
Dobrotice 22,59 °C 19,9 °C 26,8 °C +2,10
Hamry u Plumlova 17,61 °C 15,6 °C 21,18 °C +1,51

Tabulka 4: Parametry zu¢astnénych subjekt(

ZUCASTNENE SUBJEKTY  PRUMERNY VEK  PLEMENO NEJCETNEJI ATESTACE

(pes/fena) ano/ne
Ceska Kubice 3(1/2) 6,3 let BO (67%) 2/1
Dobrotice 7 (6/1) 6,6 let BO (57 %) 6/1
Hamry u Plumlova 8(5/3) 5,1 let NKO (38%) 5/3

4.2 Zucastnéné subjekty, predispozice k patrani

Terénni cviceni byla kondna v ¢ervnu az fijnu 2023—Pro tuto diplomovou praci bylo vybrano
18 patracich psu, z toho 6 fen. Zucastnéné feny se pfi Ucasti na terénnich cviceni nenechazely
v prlibéhu estru. Analyzovani psi naleZeli do vékové skaly 2 az 9 let, z cehoZ primérny vék
byl 5,8 £ 1,7 let. Terénnich cviceni se zucastnili prislusnici prevazné ovcackych plemen (Belgicky
ovCak Malinois (BO), Némecky ovcak, Australsky ovcak, Australska Kelpie), lovecti a pracovni psi
(Knira¢ velky, Némecky kratkosrsty ohai (NKO), Louisiansky leopardi pes). Nejcetnéji bylo
zastoupeno plemeno Belgicky ovcéak. Vyzkumny soubor zahrnoval psy s praktickou zkusenosti
v plogném péatrani po pohfesovanych osobéach, z nich néktefi méli atestaci MVCR.
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4.3 Odbéry télesné teploty a salivarnich vzorku

Fyziologicka data byla nasbirana v souladu s realizaci pevné synchronniho harmonogramu.
Nejprve probihal sbér pred zahdjenim patrani v pridélenych segmentech dané lokality
na zakladné. Poté nasledovaly odbéry dat na dvou urcenych mistech za ucasti dfive
instruovaného fyziologického tymu. Posledni faze probihala opét na zdkladné, po skonceni
patraciho procesu a po uplynuti nezbytné doby pro obnovu relaxovaného stavu psa a navratu
hormondlnich hodnot k jejich bazalnim hodnotdm homeostazy v klidovém rezimu.

Kvantifikace télesné teploty psi byla provedena prostfednictvim dvou tympanalnich-usnich
teplomérq; digitalniho s infracervenym paprskem (Sanitas SFT 53, Sanitas Filh6méré, Némecko)
a klinickym (Genius™ 3, COVIDIEN, Dublin, Irsko) ur¢enym do zevniho zvukovodu a mérnym
rozsahem 33,0 °C - 42,0 °C. Tyto obecné vzato spolehlivé pftistroje (Hall et al. 2018) slouzily
k identifikaci potencidlni hypertermie ¢iteplotniho stresu psli béhem fyzického zatizeni
¢i dokonce pretizeni (snimani télesné teploty, viz obr. 8, nize). Bylo dbano na sterilizaci senzorfi
nasazenim nového jednorazového krytu vzdy mezi jednotlivymi odebiranymi zvitaty.

Tyto teploméry, v souladu s poznatky literatury (napf. Yanmaz et al. 2015) byly vyuzity jako
nejspolehlivéjsi, avsak i ty mohou vykazovat nizkou shodu s rektdlnim mérenim s ohledem
na nekonzistenci u prehnané osrsténé partie psa, pfi Spatném kalibrovani ¢i nevhodném pfiloZeni
snimacl k usnimu kandlu. (Evans & Lahunta 2012; Cannas et |. 2018; Hall & Carter 2017; Carter
& Hall 2018). Nekonzistenci méreni mlze navic ovlivnit faktor neznamého prostredi, jakozto
poplachova reakce, a odlisné plemenné parametry usi (Cugrrlas_et al. 2020). Pro ovéreni validity
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Obr. 8: Snimani termalniho okna; zevniho sluchovodu psa, méfeno tympanalnim teplomérem.
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nasich vysledkd jsme rovnéz zaradili bezkontaktni infracerveny teplomér A200 od vyrobce
Rohnson, jehoZz méfici rozsah byl od 32,0 °C do 42,9 °C s presnosti mezi 0,3 °Ca 0,6 °C. Tento
interval zahrnuje fyziologické teplotni rozmezi pst: 37,5 °C a 39,0 °C. Salivarni vzorky byly u pst
extrahovany v souladu s konvencni procedurou, ktera respektovala standard Cobbs et al. (2016),
pomoci tampon( Sarstedt® Salivette Cortisol (Sarstedt AG & Co. KG, Nirnbrecht, Némecko).
Odbér byl peclivé harmonizovan, vzdy koncipovan po sejmuti télesnych teplot psa. Sliny byly
odebrany do zkumavek Salivette® (Sarstedt AG & Co. KG, Niirnbrecht, Némecko), na které byly
pro tyto Ucely predem zaznamenany cCasové Udaje o odbéru a identifikacni index lihovym
nesmyvatelnym fixem, pro pozdéjsi identifikaci jednotlivych psu. Veskeré odbéry byly provedeny

Samotny proces extrakce slin provadél psovod za asistence fyziologického tymu, pficemz
postup odbéru byl predem demonstrovan prostrednictvim instruktazniho videa. Specificky
tampon byl vyjmut ze zkumavky a postupné v trifazovém tficetivtefinovém intervalu
(s postupnym prostfidanim 3x 30 s) veden bokem tlamy psa vné dentice (extrakce slin,
viz obr. 7, nize). Nasledné byl tampon navracen do zkumavky a bezprostfedné umistén
do uzaviratelného ZIP sacku, ktery byl pak umistén do dvousténné vakuované izolacni
termolahve (Thermos Mountain FFX 0,91, Thermos LLC, Schaumurg, Illinois, USA). Tato
termolahev byla vidy okamZité umisténa do polystyrenového termoboxu obsahujiciho gelové
chladici sacky. Extrahované sliny byly bezodkladné uschovany do kompresorové automraznicky
(Engel Coolers® MT35F-U1-P, Engel Coolers, Jupiter, Florida, USA) s chladicimi kondenzatory.
Tytovzorky byly udriovany vkontinutdlné chlazeném stavu pfi vychozi teploté
- 18 °C a transportovany pro extrakci pod laboratornimi podminkami metodou ELISA. Konecny
vzorek laboratorné analyzovanych psl byl determinovan takovymi subjekty, které si bez zjevného
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Obr. 7: Extrakce slin tamponem Sarstedt za Ucelem analyzy koncentrace kortizolu a oxytocinu



odporu nechaly pfi aplikaci tamponu do tlamy pomoci procedury (3x30s), a jez uvolnili
dostatec¢né hladiny slin k pozdéjsi analyze bez ptimési krve.

4.4 Stanoveni koncentraci kortizolu a oxytocinu, princip ELISAy

Diagnosticka, in vitro kvantitativni detekce aktivni frakce volného kortizolu (hydrokortizonu
a hydroxykortikosteronu), stejné jako detekce oxytocinu ve slinach pst byla realizovana byla
spolecné s detekci salivarnich vzork( spolecné s detekci jejich koncentraci byla realizovana uzitim
komerénich souprav-kitd DRG Salivary Cortisol ELISA kit SLV-2930 (DRG Instruments GmbH,
Frauenbergstrafe, Némecko) a Oxytocin ELISA kit, FineTest®(Wuhan Fine Biotech Co., Ltd.,
Wuhan, Cina) enzymové imunosorbentnich testd na pevné fazi, zaloZenych na principu
kompetitivni vazby. Oba testy disponuji vysokou citlivosti a specifitou pro detekci, nebyly
pozorovany vyznamné zktizené reaktivity ¢i interference mezi detekovanymi hormony a analogy.

Enzymové imunosorbentni testy byly provedeny na predem potazenych mikrotitracnich
destickach typu F96 MaxiSorp (Nunc, Dansko) s monoklonalni protilatkou, jez se pfimo vaze
k adsorbovanému antigenu — molekule kortizolu ¢i oxytocinu. Endogenni kortizol ¢i oxytocin
se Ucastni, spolecné s konjugaty kortizolu a kienové peroxidazy kompetice na pevné fazi o vazbu
na biotinylovanou detekéni protilatku, kdy prvni tzv. zachytnd protilatka vaze label (oznaceny
hormon), peroxidazovy konjugat. Prebytecny konjugat kfenové peroxidazy-enzymu a streptavidinu
(komplex streptavidin-biotin) a nenavazané vzorky byly po inkubaci vymyty, pficemz do kazdé
z jamek byl pridan substratovy roztok (200ul) protein HRP-Streptavidin (SABC) pfi stanoveni
kortizolu. K nafedéni promyvaciho roztoku (30 ml) byla pouZita deionizovana voda (1170 ml).

K zastavé enzymatickych reakci kazdé jamky bylo uzito 100 pl stopovaciho roztoku v zavislosti
na vyvoji zabarveni. Navazany konjugat peroxidazy jeinverzné zabarven v(ci koncentraci
kortizolu ve slinném vzorku psa, nebot mnozstvi navazaného konjugatu peroxidazy je nepfimo
umérné koncentraci kortizolu ve vzorku (lISBR 2023). Pro oxytocin byl do kazdé jamky pfidan
substratovy roztok tetrametylbenzidinu. Po probéhnuti reakce substratu s enzymem byl pfidan
stop-roztok kyseliny sirové a nasledné spektrofotometricky (Ctecka mikrodesticek Biotec©)
determinovana optickd hustota pfi zvolené intenzité 1,0 na zadkladé zbarveni. Konecna
koncentrace oxytocinu se ve vzorku stanovi komparovanim se standardni kfivkou. Veskeré
roztoky i pufry byly pfipraveny v souladu s protokolem vyrobce protilatek a konjugatt dr. Coralie
Mundro (Clinical Endocrinology Laboratory, University of Californie, Davis, USA). Nakonec byla
stanovena absorbance kazdé jamky pfi vinové délce 450 nm vyuZitim ¢tecky mikrotitracnich
desticek (Biotec©).

4.4.1. Optimalizované koncentrace protilatek a konjugatii

Stanovenim vhodnych faktor(i fedéni vzorku a detekénich protilatek s konjugdty lze ziskat
optimalni pomér koncentraci absorbancemi v kontrolnich jamkach, pfi zachovani Zddouci drovné
senzitivity imunosorbentniho testu. V souladu s metodikou Hodges a Heistermann (2011) byla
vytvorena sériovym fedénim vhodnd koncentrace konjugatl a zachytnych protilatek pro zméreni
hladin obou hormon(. Soucasné posouzeni téchto dvou proménnych sériovym fedénim jamek
pufrem s rliznym pomérem vzorku a pufrem pro fedéni protilatky bylo zjisténo optimalni nejen
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optimalni koncentrace kazdého z reagentu, ale také idedlni pomér koncentraci. Na zakladé této
procedury, tzv. “checkerborad titration” lze docilit jejim aplikovanim naleZité senzitivity
provadéné analyzy. Kvantifikovatelné koncentrace detekénich protilatek tak bylo dosazeno touto
kontrolni titraci, pficemz sloupce obsahovaly faktory redéni protilatek a radky faktory redéni
vzorkd.

4.4.2. Dispozice standardi hormonii, kalibracni krivka
4.4.2.1 Postup laboratorni analyzy oxytocinu

Salivarni vzorky oxytocinu byly ve zkumavkach Salivette® Cortisol (Sarstedt AG & Co. KG,
Nirnbrecht, Némecko) centrifugovany prostrednictvim Hettich Zentrifugen D-78532 (Hettich
GmbH & Co. KG, Tuttlingen, Némecko) a Labnet Hermle Z 233 MK-2 (Hermle Labortechnik GmbH,
Wehingen, Némecko) pfi teploté 15 °C, rychlosti 3000 RPM po dobu 15 min za Ucelem urychleni
sedimentace. Po centrifugaci byl prepipetovan odstfedény supernatant do Eppendorf
PhysioCare Concept® (Eppendorf AG, Hamburg, Némecko) mikrozkumavek, jenz byl zmrazen
pfi teploté - 16 °C. Ke standardnimu roztoku bylo pfidano 1 ml pufru pro zifedéni vzorku, posléze
byl roztok inkubovan 10 minut pfi pokojové teploté a vzapéti vortexovan. Z tohoto roztoku byly
nasledné naredény kalibraéni roztoky pipetou Eppendorf SE, Research®Plus (Eppendorf AG,
Hamburg, Némecko) dvojkovou rfadou. Do prvni zkumavky bylo integrovano 0,3 ml standardniho
roztoku (z nulové zkumavky) spolec¢né s 0,3 ml pufru fediciho oxytocin, nasledné byl roztok
precizné smisen a narfedén za Ucelem sestaveni standardni krivky. Na zadkladé experimentu
fediciho faktoru byla ziskdna oxytocinova standardni kfivka srozsahem od 1 ng/ml
az po 0,015625 ng/ml, kterd korespondovala s optimalnim rozsahem detekéni soupravy, pficemz
testovany vzorek byl vidy didkladné pomichan s fedicim pufrem. Vysledna kfivka standardnich
roztokU se tak pohybovala ve skale: 1 ng/ml, 0,5 ng/ml, 0,25 ng/ml, 0,125 ng/ml, 0,0625 ng/ml,
0,03125 ng/ml, 0,015625 ng/ml a blank jamka bez barvy 0 ng/ml. Na jejim zikladé byla méfena
koncentrace extrahovanych vzorkd. Vzorky s obsahem krve byly béhem procesu selektovany
a nasledné vyrazeny z analyzy.

Na mikrodesticky byly pipetovany po 50 ul/jamku standardni roztoky, extrahované vzorky
oxytocinu, redici pufr HRP-Streptavidin (SABC) ablank ke kalibraci, pficemZz u kazdého
extrahovaného vzorku salivarniho oxytocinu byl provedeno fedéni 1:5. Do kazdé jamky bylo
bezprostifedné pridano 50 pl dfive pfipraveného konjugatu ziredéné (HRP-Streptavidin) protilatky
znacené biotinem s pufrem tedicim protilatky v poméru 1:100, poté byly jamky inkubovany
pfi 37 °C po dobu 45 minut. Standardni vzorky poslouZili k indukci zastavy barevné reakce.
Po aspiraci byly vzorky celkem tfikrat promyty promyvacim pufrem. Nasledné bylo pipetovano
100 pl konjugdtu kienové peroxidazy-streptavidin v poméru 1:100. Mikrotitracni deska byla
inkubovana 30 minut pti 37 °C. Po péti promyvacich cyklech bylo pridano 90 pl roztoku substratu
TMB, (tetramethylbenzidinu), jenz byl inkubovan 20 minut pfi 37 °C az do zjevné vizualizace
gradientu. Po integraci 50 pl stop roztoku byla mérena spektrofotometricky (ctecka
mikrodesti¢ek Biotec©) absorbance pfti intenzité ¢tecky 1,0 a determinovana opticka hustota
s nastavenim 450 nm vinové délky. Po autoregulovaném promiseni mikrotitracni desticky
cteckou a spektrofotometrickém zméreni byla data importovana z programu GEN5. Analyzované
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(extrahované) vzorky byly kvantifikovany prostfednictvim interpolace (nalezenim pfibliznych
hodnot v rozmezi intervalu) z kalibracni kfivky. Absorbance parovanych jamek byla transformaci
logaritmické krivky vychazejici ze standardnich hodnot prepoctena na kone¢nou koncentraci
(pg/ml). Tato koncentrace extrahovaného oxytocinu byla prevedena na potfebné jednotky
(ng/ml).

4.4.2.2 Postup laboratorni analyzy kortizolu

Zkumavky Salivette® Cortisol (Sarstedt AG & Co. KG, Niirnbrecht, Némecko) obsahujici endogenni
kortizol se rovnéz centrifugovaly Hettich Zentrifugen D-78532 (Hettich GmbH & Co. KG,
Tuttlingen, Némecko) a Labnet Hermle Z 233 MK-2 (Hermle Labortechnik GmbH, Wehingen,
Némecko) se zdmérem separovani mucint pti teploté 15 °C, rychlosti 3000 RPM po dobu 15 min.
Supernatant se po procesu sedimentace pipetoval do Eppendorf PhysioCare Concept®
(Eppendorf AG, Hamburg, Némecko) mikrozkumavek — ependorfek, které byly posléze zchlazeny
na konstantni teplotu — 20 °C.V souladu s pokyny deklarovanymi v komerc¢nim kitu DRG Salivary
Cortisol SLV-2930 (DRG Instruments GmbH, Frauenbergstrafe, Némecko) byl pfichystan
promyvaci, 40x koncentrovany roztok (30 ml) smisenim s deionizovanou vodou (1170 ml)
o konec¢ném objemu 1200 ml. Do pfislusnych mikrotitracnich jamek byly davkovany standardy
(nulovy blank - 6), reagenty pfipravené k aplikaci z dodanych c¢inidel detekcni soupravy
s koncentracemi standardni kfivky: 0- 0,1 - 0,5 - 1,5 - 4 - 10 - 30 ng/ml, konverznim faktorem
1ng/ml a konzervantem bez obsahu rtuti. Vzorky sobsahem krve byly béhem procesu
selektovany a nasledné vyrazeny z analyzy. Kalibraéni roztoky, standardy byly do pfislusnych
jamek davkovany pipetou Eppendorf SE, Research®Plus (Eppendorf AG, Hamburg, Némecko).
Pro kazdy standart bylo uZito jednorazovych Spicek pro zabranéni krizové kontaminace.
Na zakladé ziskané standardni rady se $kadlou od 30 ng/ml az 0,1 ng/ml a bezbarvého blank
roztoku (obsah 0 ng/ml) byla méfena koncentrace kortizolu obsazeného ve slinach psu.
Sestavena rada tak byla analogicka s optimalnim rozsahem detekéni soupravy. Na mikrotitracni
jamky v drzaku rdmecku byly davkovany po 100 ul roztoky standardu, extrahované vzorky
kortizolu a blank ke kalibraci se zvolenym redicim faktorem 1:10; 10 pl slin + 90 pl standardu
0, které byly rovnéz dikladné promichany.

Poté bylo vpipetovano do kazdé z jamek 200 pl enzymového konjugatu (kortizol konjugovany
s kfenovou peroxidazou). Po aspiraci byly roztoky promichany a inkubovany po dobu jedné
hodiny pfi pokojové teploté. Mikrotitracni jamky byly promyty dfive zkompletovanym roztokem
(400 pl/jamka). Integrovanim substratového roztoku TMB (tetramethylbenzidinu) pfi mnoZstvi
200 pl se jamky na mikrotitra¢ni desticce inkubovaly za pokojové teploty, dokud se nevizualizoval
gradient. K zastavé enzymatické reakce doslo aplikaci 100 pl stop roztoku H,SOs. do kazdé jamky.
Absorbance byla spektrofotometricky mérena c¢teckou mikrotitracnich desticek (Biotec©)
pfi vinové délce 450 + 10 nm a nastavené intenzité ctecky 1,0 soucasné se stanovenim optické
hustoty. Zjisténa data byla posléze analyzovana programem GENS5. Vynesenim primérnych
absorbanci kazdého ze standard( vici hodnoté absorbance na vertikalni ose (Y) a hodnoté
koncentrace horizontalni osy (X) byla sestrojena kalibracni kfivka z niz byly interpolaci
kvantifikovany detekované koncentrace kortizolu z parovych jamek. Komparovanim primérnych
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hodnot absorbanci extrahovaného kortizolu s odpovidajicimi koncentracemi této krivky.
Koncentrace extrahovaného kortizolu byly pfevedeny do podoby ng/I).

4.5 Statisticka analyza dat

Pro popisnou statistiku mérenych proménnych byl pouzit pridmér prodlouzeni doby stravené
aktivnim pohybem a uraZzené vzdalenosti. Statisticka analyza dat byla provedena v programu SAS,
verze 9.4. Pro analyzu vlivu zatéZe na koncentrace kortizolu, oxytocinu a hodnoty télesné teploty
byly vypocteny rozdily (delty) mezi koncentraci a teplotou téchto parametrd mezi jednotlivymi
Useky méreni, a to: mezi poc¢atkem a koncem patrani (PP-OM2), a dale pak zmény delt prostupem
mezi individudlnimi segmenty zatizeni (PP-OM1; OM1-OM2). V prvnim kroku korela¢ni analyzou
bylo zjisténo, jak mezi sebou koreluji dvé proménné charakterizujici zatéz psa béhem patrani,
ato: uraZend vzdalenost (pocet prekonanych km) a prodlouZeni doby stravené aktivnim
pohybem v terénu. Spearmanova korelace prokazala slaby korela¢ni koeficient (r = 0,14, P = 0,6),
proto oba fixni faktory byly pouZity v analyzach vlivu zatéZe na delty koncentraci obou hormont
a télesné teploty. Pro analyzu vlivu spojitych fixnich faktor(i (urazena vzdalenost, prodlouzeni
doby stravené aktivnim pohybem) a kategoridlniho fixniho faktoru (prostup individualnimi
segmenty zatiZzeni s odbérovym mistem) na rozdily (delty — mezi segmentem zatiZzeni PP-OM1
a OM1-OM2) koncentraci salivarniho kortizolu, oxytocinu a télesné teploty byly vyuzity smisené
linearni modely (PROC MIXED), kde jako nahodny faktor bylo pouzito ID psa v interakci s lokalitou
sbéru dat. Rozdily v ramci signifikantniho vlivu kategoridlni proménné byly stanoveny metodou
nejmensich ¢tvercll (LS means).

Legenda uvadénych faktorti a uzivanych zkratek

doba stravend v terénu celkova doba stravend na trase véetné cichani, rozhlizeni se,

setrvani v nehybnosti, sumovani atp.
primérnd doba strdvend v terénu  prdmérnd doba strdvena na trase vcetné cichani, rozhlizeni

se, setrvani v nehybnosti, sumovani atp.

doba stravend aktivnim pohybem
rychlost pohybu

rychlostni maximum

uraZend vzddlenost

FC, fold change

faktor prostupu individudinimi
segmenty zatiZeni

PP

OoM1
om2

R

ttiymp

¢ kortizol
¢ oxytocin
SAR psi

doba strdvend na trati namahavym pohybem, aktivnim patranim
prdmérna rychlost v km za hodinu

maximalni rychlost v km za hodinu

urazena vzdalenost psem, mnozstvi pfekonanych km

mira popisujici, jak moc se zméni pomér mezi definovanou
veli¢inou s ohledem na pUvodni a ndsledné méreni.

prostup vybranym individudinim segmentem zatizeni

na determinované trase v konextu, provéfuje vzajemny vztah delty
koncentrace a télesné teploty prostupem mezi individualnimi
segmenty zatiZzeni s odbérovymi misty (PP-OM1; OM1-OM2).
ranni odbér realizovany pred aktivnim patranim

prvni odbérové stanovisté zatéZového segmentu

druhé odbérové stanovisté zatéZzového segmentu

odbér po hodinové relaxaci od ukonéeni aktivniho patrani
télesna teplota mérena tympandlnimi teploméry

koncentrace salivarniho kortizolu

koncentrace salivarniho oxytocinu

search and rescue; patraci a zdchranarsti psi



Vysledky: 5

5.1 Deskriptivni parametry pohybu sluZebnich psi v zatéZi béhem patrani

Namérené relevantni hodnoty zicastnénych psl vybranych tras prezentuje tabulka 5; reflektuje
prodluZujici se dobu stravenou pohybem a fyziologické vykonnostni parametry psu. Dale tabulka
uvadi deskriptory pohybové aktivity (viz tab. 6, str 40) a urazenou vzdalenost, ktera je zavisla na
individudIni trajektorii kazdého psa. Podrobny prehled koncentraci salivarniho kortizolu
a oxytocinu (viz graf. 72 a 722, str. 46-47)

Tabulka 5: Parametry pohybové aktivity a fyziologicky stav reflektujici patrani

NAMERENE PARAMETRY

2,35-3,32 hod

3,02 hod (SD * 14,4 min)

2,26 hod (SD + 10,14 h, min = 2,10 h; max = 2,40 h)
4,1-7,9 km/h

DESKRIPTORY POHYBOVE AKTIVITY

doba stravena v terénu
pramérna doba stravena v terénu
doba stravena aktivnim pohybem
rychlost pohybu

rychlostni maximum 12 - 54 km/h
urazena vzdalenost 10-19,5 km
FYZIOLOGICKE L TELESNA TEPLOTA (° €) 1 SALIVARNi KONCENTRACE (ng/ml)
PARAMETRY vnéjsi zvukovod tympandini kortizol oxytocin
ranni odbér X 35,73+1,11 36,6 £ 0,64 25,2+0,16 32,8 £16,63
(PP) m?x 38,6 37,7 80,4 78,0
min 33,4 35,5 0,6 1,0
1. segment X 37,0+1,25 38,4+1,79 54,1 +31,13 34,4 +£ 30,19
(oM1) m?X 39,1 41,8 125,5 134,9
min 34,2 35,8 4,5 1,4
2. segment X 37,9+0,92 38,5+0,74 47,0+ 27,25 28,9 +22,81
(oM2) max 39,8 39,7 124,3 175,6
min 34,7 36,7 2,2 3,5
% 37,6 £0,50 37,7+ 0,65 34,6 £ 23,60 32,1+21,83
postrelaxacni | max 38,8 39,1 143,6 177,8
odbér (R) min 36,2 36,6 1,4 41

1LSmeans + S.E.: priméry nejmensich ¢tverct + standardni chyba



Tabulka 6: Popisna statistika proménnych deskriptord pohybové aktivity

POPISNA CHARAKTERISTIKA PROMENNE CASOVY HORIZONT PATRANi  MINOZSTVi PREKONANYCH KM

Pramér 02:25:57 14,31
Median 02:25:28 13,90
smér. odchylka 00:08:39 2,54

prvni kvartil 02:20:20 13,00
treti kvartil 02:30:12 16,10
maximum 02:40:36 19.50
minimum 02:10:15 10,00

Tabulka 7: Nacionale analyzovanych subjekt(

VZOREK JMENO PSA TERENNI CVICENI PLEMENO  POHLAVI  VEK ATESTACE
1 Athos Dobrotice NKO pes 7 ano
2 Cedr Dobrotice BO pes 5 ano
3 Ford Dobrotice BO pes 8 ano
4 Moody Dobrotice BO pes 7 ne
5 Wictory Dobrotice NO fena 7 ano
6 Cairo Dobrotice BO pes 7 ano
7 Charon Dobrotice NO pes 5 ano
8 Dexi Ceska Kubice BO fena 7 ano
9 Agavero Ceska Kubice AUO pes 9 ano
10 Brigitte Ceska Kubice BO fena 3 ne
11 Yetti Hamry u Plumlova NKO fena 6 ano
12 Brody Hamry u Plumlova NKO pes 5 ano
13 Max Hamry u Plumlova NO pes 3 ano
14 Diego Hamry u Plumlova AKE pes 9 ne
15 Attitus Hamry u Plumlova NKO pes 7 ano
16 Hattrick Hamry u Plumlova LC fena 4 ano
17 Qira Hamry u Plumlova BO fena 2 ne
18 Gandal Hamry u Plumlova KV pes 5 ano

legenda: NKO némecky kratkosrsty ohar, BO belgicky ovcak malinois, NO némecky ovcédk, AUO australskd kelpie,
LC louisiansky leopardi pes, KV knirac velky

5.2 Vliv fixnich faktor( zatéZe na Ac kortizolu, Ac oxytocinu

Faktor prodluZujici se doby stravené aktivnim pohybem psa signifikantné ovliviiuje Ac salivarniho
kortizolu, pricemz tato prodluZujici se doba stravend aktivnim pohybem béhem patrani
na uréenych segmentech trasy korespondovala s Ac (Fui16 = 5,45, P=0,033). Vzestup
Ac salivarniho kortizolu ilustruje graf 1, na strané 41.

Vyznamny dopad na vzestup Ac salivarniho kortizolu vsak nebyl prokdzan u urazené
vzdalenosti absolvované trasy, tedy u mnoiZstvi prekonanych kilometrQ (F(1,16) = 2,02; P=0,17).
Podrobny prehled ,fold change” koncentraci hormonU a télesné teploty (viz tabullka 8, str 41).
Souhrnné udaje fixnich faktort; prodluZujici se doby strdvené aktivnim pohybem a urazené
vzdalenosti demonstruje tabulka 7, viz vyse.

1 Analyzy salivarnich vzorkd relizovany (SAS, verze 9.4) v ramci konzultaci se Skolitelkou DP
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Graf 1: Vliv faktoru prodluzujici se doby aktivniho pohybu pst na Ac salivarniho kortizolu
40

delta salivarniho kortizolu (ng/ml)

SUBJEKT
PES

Athos
Cedr
Ford
Moody
Wictory
Cairo
Charon
Dexi
Agavero
Brigitte
Yetti
Brody
Max
Diego
Attitus
Hattrick
Qira

22 2.3 2.4 2.5 2.6 27
prodluzujici se doba stravena aktivnim pohybem (h)
Tabulka 8: Koncentrace salivarnich hormon( (ng/ml), analyzovani SAR psi
NEJVYSSi ‘%‘ 5 FC (PP) NEJVYSSi FC (PP)
HLADINA & 3 HLADINA
KORTIZOL § E oMl om2 R oxytocin OM oOm1 om2 R
15,5 2 Aissx RA207x | X 515 PP N 07.06x N 3.34x X
57,4 1 A3.96x A2.46x 2289 19.6 2 NM251x N 4.08x X
107,2 2 A272x A3.05x A3.05x 61.2 PP Msiex N 7.20x N 1.96x
24,2 1 2107x  M104ax  x 388 PP M431x [N assx X
71,5 2 2222x  A2363x M141x 336 R M155x NM1.01x 2 1.27x
53 R A281x A138 2331x 10 PP M714x M112x N 152
21,2 1 22.83%x A171x M536x 157 2 A12.40x §15.70x 710.90x
32,7 2 N1sox ~116x M216x 153 1 72235x 2114x N 0.65x
61,9 1 7103.17x A33.17xA19.50x 12.5 1 A1.18x [N 3.03x X
124,3 1=2  A11.00x A11.00x72.07x 16.5 PP M4ssx M4.58x M 4.02x
125,5 1 A378x A147x X 34 PP N 1.06x N 2.04x N 1.65x
46,0 R A1.56x A117x A1.94x 40.5 X X X
49,6 X A1.63x A246x A176x 508 1 M125x M148x N 1.70x
64,0 2 X X X 1204 PP X X X
78,5 PP Ml117x  ~21.06x M2osx 1756 2 A173x  7A2.25x M 2.06x
1211 1 A3.75x  A2.25x 22.17x 322 PP M146x M1.36x M 1.15x
24,4 R A146x Al46x 2153 467 PP M1.72x M 1.26x X
143,6 R N18x M145x 21.79x 1778 R 72251 A1.04 A415x

Gandal

PP pred patranim OM1 prvni odbérové misto OM2 druhé odbérové misto R po relaxacni periodé, FC (PP) = Fold
Change PP, OM odbérové misto
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Analyza dat neprokdzala signifikantni dopad Zzadného z prokazovanych fixnich faktor(;
ani prodluZujici se doby stravené aktivnim pohybem (Fu,16 = 1,42; P=0,25), a ani urazené
vzdalenosti, tedy mnoizstvi prekonanych kilometr( (F(1,16)= 0,48; P= 0,5) pozorovanych subjektl
v pohybu volnym terénem na Ac salivarniho oxytocinu.

5.3 Vliv fixnich faktor( zatéze na Atteymp

Vysledky zaznamendvaji rozdily v Attymp U pozorovanych psl v oblasti zevniho zvukovodu,
jez byla signifikantné ovlivnéna faktorem urazené vzdalenosti (F(1,16= 6,59; P = 0,023), pficemz
Attymp pozvolna klesala Umérné s mnoizstvim prekonanych kilometr(, tzn. delsi urazenou
vzdalenosti psem (viz graf 2).

Vliv prodluzujici se doby stravené pohybem pfi patrani psu (F(1,13)=3,02; P = 0,11) nevykazuje
vyznamny vliv na Attymp psa. Popisnou charakteristiku proménné prodluZujici se doby stravené
pohybem a urazené vzdalenosti reflektuje pro Ac oxytocinu i Attymp tabulka 7 (viz str 46).

Graf 2: Attymp psa v zavislosti na faktoru urazena vzdalenost
4

pokles télesné teploty ° C

10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

urazena vzdalenost; mnozstvi piekonanych kilometrd (km)

K detekci potenciadlniho kauzdlniho vztahu mezi prodluzujici se dobou stravenou aktivnim
pohybem a uraZenou vzdalenosti byla uZita implementace korelacni analyzy s vyuZitim
Spearmanova koeficientu poradové korelace. Korelaéni procedura odhalila pouze slabou
korelaci (r = 0,14), coz naznacuje, Ze mezi provéfovanymi proménnymi neexistuje signifikantni
vztah. Cas strdveny psy pfi patrani byl sice konzistentni, aviak rozdéleni fyzické zitéze
odpovidalo individualni aktivité psq, ktefi se pohybovali ovsem volné.
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Graf 32: Namérené parametry télesné teploty (°C) vnéjsiho zvukovodu (A200, Rohnson)
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5.4 Vliv prostupu individualnimi segmenty na Ac salivarniho kortizolu

Delta koncentrace salivarniho kortizolu pst byla signifikantné ovlivnéna prostupem
individudInimi segmenty zatizeni (F134 = 9,11; P = 0,0048), pficemz markantni vzestup
Ac salivarniho kortizolu nastal pfi prostupu prvniho segmentu (PP-OM1), tj. mezi odbérem
pred zapocetim patrani a prvnim odbérovym mistem (28,31 ng/ml + 8,3; LS means *S.E.),
viz graf 5, str 50. Prostupem druhého segmentu (OM1-OM2) Ac salivarniho kortizolu naopak
poklesla (-7,01 ng/ml £ 8,3; LS means * S.E.). Pro stanoveni podrobné diference zatézovych
segmentl byl aplikovan t-test s Tukey-Kramerovo konfiguraci a nasledné tak spocten t-parametr
pro segment PP-OML1 (t = 3,41) a pro segment OM1-OM2 (t = -0,86).

2Vytvoreno v Tableau Public (©2024 Salesforce, Inc.)
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Graf 42: Namérené parametry Attymp (°C), (Sanitas SFT 53; Genius™)
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5.5 Vliv prostupu individualnimi segmenty na Ac salivarniho oxytocinu

Vysledky neprokazaly signifikantni vliv prostupu individualnimi segmenty zatiZzeni na vzestup
Ac salivarniho oxytocinu (F1,35) = 0,06; P= 0,81) Zatéz prostupem jak prvnim, tak druhym
segmentem se neliSila v dynamice Ac salivarniho oxytocinu, kdy v obou zatéZzovych segmentech
tato Ac klesala. Mezi obéma segmenty neni v kontextu poklesu Ac vyrazna diference; nejprve
nastal pokles (-3,47 ng/ml = 6,38; PP-OM1), poté nasledny pokles (-5,62 ng/ml + 6,20; OM1-
om2).

Podrobné diference byly stanoveny parametrem (t =- 0,54) pro zatéZzovy segment PP-OM1
a (t=-0,91) pro zatézovy segment OM1-OM2. Standardni chyba Ac oxytocinu prostupem mezi
vybranymi zatéZovymi segmenty presahuje prdmér minimalnich ¢tverc(, coz naznacuje vysokou
variabilitu mezi subjekty zapojenymi do patrani.

2Vytvoreno v Tableau Public (©2024 Salesforce, Inc.)
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Graf 5: Ac kortizolu a oxytocinu prostupem individualnimi segmenty (ng/ml)

LSmeans +S.E* salivarni kortizol salivarni oxytocin
40 28,31+8,3 -7,1+£83 40 -3,47 £6,37 -5,62+6,20
35 - 35
30 30
25 25
20 20
15 15
210 3 10
5 5 o
0 T 0
| -s -
-10 -10
-15 . 1 -15 4
220 PP-0OM1 OM1-0M2 220 PP -OM1 OM1 - OM2

1LSmeans + S.E.: priméry nejmensich ¢tverct + standardni chyba OM1 prvni odbérové misto PP odbér pred
2 Ac salivarniho kortizolu (ng/ml) 3 Ac salivarniho oxytocinu (ng/ml)  OM2 druhé odbérové misto aktivnim patranim
*na hladine vyznamnosti 0,05 (P = 0,81), **na hladiné vyznamnosti 0,01 (P = 0,0048)

5.6 Vliv prostupu individualnimi segmenty na Attiymp

Delta v hodnotach télesné teploty vykazuje tendenci ovlivnéni faktorem prostupu individudlnich
segmentl zatéZze (F(1,25 = 3,1; P= 0,09). Prostupem prvniho segmentu (PP-OM1) zitéze Attiymp
vzrostla (1,4 ° C = 0,59), nicméné vzestup Attymp prichodem druhého byl jiz zanedbatelny
0,21° C+ 0,52 a dochazelo tudiz ke stabilizaci. Namérené parametry télesné teploty mérené
tympandlnimi teploméry (Sanitas SFT 53; Genius™) ilustruje graf 4 (viz str. 50), v kombinaci s grafem
3 (viz str 49), ktery umozniuje porovnani s mérenimi provedenymi bezkontaktnim teplomérem
(A200 Rohnson). Vzestupy Attymp prostupem individudinimi segmenty reflektuje graf 6, viz nize.
Relativné vysoka standardni chyba méreni pravdépodobné souvisi s nelplnosti dat nékterych
subjektd, nebot psi neumoznili odbér vzork( bez nadmérného stresu.

Graf 6: Attyymp prostupem individualnimi segmenty (°C)
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Graf 7: Koncentrace kortizolu a oxytocinu (ng/ml), analyzovani SAR psi '/2

PP pred patranim 1 prvni segment 2 druhy segment R po relaxacni periodé
@ salivami kortizol @ salivarni oxytocin
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Graf 7: Koncentrace kortizolu a oxytocinu (ng/ml), analyzovani SAR psi 2/2
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Diskuse: 6

V souladu se stanovenou hypotézou ,,(H1): S prodluZujici se dobou stravenou aktivnim pohybem
nastane vzestup delty koncentrace delty hodnot i) salivarniho kortizoluy, ii) salivarniho oxytocinu
iii) télesné teploty.” Byl prokazan vzestup Ac salivarniho kortizolu s prodluzujici se fyzickou zatézi
patrajicich psl, nicméné nebyl potvrzen vzestup Ac salivarniho oxytocinu ani télesné teploty
s ohledem na tento faktor.

Déle bylo navzdory predpokladdim ,(H2): Cim delsi vzdalenost pes urazi volnym pohybem
a hodnot: i) salivarniho kortizolu, ii) salivarniho oxytocinu iii) télesné teploty” zjisténo, Ze vliv
urazené vzdalenosti, tzn. pocet prekonanych kilometrd psem nemd pfimou souvislost
se vzestupem Ac ani jednoho zanalyzovanych hormont, ale naopak bylo potvrzeno,
Ze s narUstajici urazenou vzdalenosti Attyym, klesala.

Patrani po pohiresovanych osobach predstavuje pro zachranné psy vyznamny stresor, ktery
se projevuje sekreci a vzestupem koncentrace salivarniho kortizolu zavislosti na stresujicim
charakteru této fyzicky naro¢né a potencialné stresujici prace, ktera vyzaduje dlouze udrZovanou
ostrazitost (Colussi et al. 2018). Vztah mezi zvySenim hladin kortizolu, stresem z fyzické aktivity
v naro¢ném terénu a hladinou kortizolu byl diskutovan napft. Rovira et al. (2008), ktera naznacuje
vsouladu se zvySenim Acvtéto diplomové praci, Ze délka a intenzita pohybu mlzZe hrat
vyznamnéjsi roli pfi uvolfovani koncentrace salivarniho kortizolu neZ urazend vzdalenost.
Rozsahlejsi plochy, které jsou predmétem plosného patrani v porovnani s prostifedim sutin,
si totiZz zadaji delsi dobu stravenou aktivnim pohybem k dikladnému prozkoumani vzhledem

Ranni odbéry této diplomové prace nereprezentuji klidovy stav zvifete, ale stay,
kdy je excitovano z bliZicitho se pracovniho nasazeni. Koncentrace salivarniho kortizolu béhem
ranniho odbéru (PP) v ¢ase 7-8 h byla 25,2 ng/ml a mize téz predstavovat pfirozeny ranni vzestup
s ohledem na cirkadidnni aktivitu. PrestoZe se koncentrace kortizolu v této praci pohybovala
na mnohonasobné vyssi Urovni, byl zjistén vzestup Ac béhem patrani, tedy béhem zatézové
situace, jak uvadéji napr. (Colussi et al. 2018). Po expozici dvouhodinové zatézi (OM1) dokonce
54,1 ng/ml a po dalsi hodiné 47,0 ng/ml (OM2). Tyto zvy3ené koncentrace salivarniho kortizolu
pfipominaji pozorovani loveckych pst béhem prodlouzeného fyzického vypéti, ktefi pti hledani
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kofisti svym cenichem soustfedéné znaci misto jejiho skrytu a naznacuji zvyseni koncentraci
ve srovnani s neutralnimi podminkam a tedy nizsi koncentrace kortizolu v klidovém stavu
(Colussi et al. 2018). Signifikantni vzestup koncentrace kortizolu, pozorovany kolektivem Colussi
et al. (2018) nastal mezi odbérovymi ¢asy (diference 258 minut), z T1 do T2 (4,61 + 1,38 ng/ml
a 16,33 = 4,52 ng/ml). Tento jev lze pfirovnat k nasazeni psd v integrovaném zachranném
systému, kde je také vyzadovan vysoky vykon, dostatek energie a dlouhotrvajici svalova prace.
Negativni energetickd bilance, ktera vznika v dlsledku fyzické aktivity, stimuluje produkci
kortizolu, coz potvrzuji i predchozi studie (Royer et al. 2005).

Priimérné koncentrace kortizolu u zkoumanych pst v klidovém rezimu autorskymi kolektivy
kolisaji mezi 1,89 ng/ml (Beerda et al. 1998), 3 ng/ml (Colussi et al. 2018) a 0,48ng/ml (Wenger-
Riggenbach et al. 2010). Koncentrace slinného kortizolu dle studie Wojtas et al. (2020) zkoumajici
dopad dlouhodobé fyzické zatéze se pohybovaly mezi 4,2 ng/ml pred intervenci a 4,89 ng/ml po
aktivni fazi patrani. Psi mohou projevovat behaviordlni zmény v dlsledku stresu i bez sou¢asného
zvyseni koncentraci kortizolu ve slinach, zfejmé kvuli kratkému trvani cviceni jez aktivuje pouze
sympaticky systém. Pouze mirné zmény byly pozorovany v souvislosti se stopovanim krve anebo
lovem kopytnikd (nejvyssi hodnota 3,04 * 0,66 ng/ml), coz potvrzuje dfivéjsi pozorovani
némeckych ov¢aka, ktefi podstoupili stoparské vyzvy soutéze IPO, kde aktivace osy HPA byla nizsi,
pokud ukony vyZadovaly vyraznéjsi bdélost a soustfedéni (Colussi et al. 2016). Z korelacni analyzy
vramci této diplomové prace nebyla patrna zavislost mezi dobou stravenou pohybem
a urazenou vzdalenosti. Korelacni koeficient vykazoval pouze velmi slabou zavislost; konzistentni
Cas strdveny patranim byl synchronné distribuovan mezi pozorovanymi psy, avsak nebyl
podminén vynaloZenim zatéze, jelikoz byl vysledkem individualni aktivity psti s moznosti volného
pohybu.

Prestoze optimalni ¢asovy okamzik pro méreni volné frakce oxytocinu ve slinach psi zatim
nebyl definitivé stanoven a jeho salivarni vazebné vlastnosti objasnény, je volna frakce ve slinach
spise detekovatelna nez v plazmé (Maclean et al. 2017), coZz umoznuje méreni salivarniho
oxytocinu pomoci ELISA i bez potfeby extrakce pevné faze. Delty koncentraci oxytocinu zjisténé
metodou ELISA nevykazovaly vyznamny vzestup Ac béhem prichodu individudlnimi segmenty
s prodluzujicim se ¢asovym horizontem u vétsiny sledovanych pst v této diplomové praci.
Naopak, nasobné zmény Acv pfipadé oxytocinu v porovnani se vzorky odebranymi pred
zahajenim aktivniho patrani ve vétsiné pripadl vykazovali kontinualni pokles vzhledem k inhibici
prekurzoru-kortizolu a adaptaci stresorim béhem prochazeni obou segmentl (-3,47 ng/ml
+6,38; PP-OM1), a poté nasledny pokles (-5,62 ng/ml = 6,20; OM1-OM2), viz tabulka
8, str 41. K sekreci oxytocinu muZe tudiz dochdzet vlivem akutniho, ale i pfi expozici
dlouhodobéjsiho stresového zatizeni a tedy v rlizné fazi patrani, viz hypotéza 3 a 4. Rassovsky et
al. (2019) pozorovali zvySené koncentrace oxytocinu nejen pfivytrvalostni zatézi,
ale i pfi tréninku bojovych uméni s vysokou Urovni fyzické aktivity, a to i v kratkodobém fyzickém
vykonu, coZ nejspiS opét souvisi sjeho okamzitou reakci na nadmérnou sekreci kortizolu.
Dynamika Ac salivarniho oxytocinu stejné jako jeho pfislusné koncentracéni zvyseni v pfitomnosti
stresor(l, nebyla v ramci zachranarskych pst doposud zkoumana.
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Na druhou stranu Atty,mp Se shizovala v souvislosti s urazenou vzdalenosti, a to prestoze vsSichni
méreni psi méli na konci patrani (OM2) vyssi télesnou teplotu nez na zacatku (PP). NejCetnéjsi
vzestupy Attymp v prvotni fazi patrani jsou pravdépodobné zplsobeny docasné mobilizovanym
metabolismem, ktery byl pozorovan v pribéhu studie Rovira et al. (2008). Nejcastéjsi vzestup
télesné teploty psu je taktéz pojen s disbalanci alostaze a s vycerpanim metabolickych rezerv
energie, které jsou mobilizovany jako reakce na nastupujici fyzicky vykon. Ackoliv mize intenzivni
fyzicka aktivita na pocatku patrani prispét k vzestupu Attymp, S pfekonanim vétsiho mnozstvi
kilometr(i dochazi k adaptaci sluzebnich psut s adekvatni fyzickou kondici tomuto pracovnimu
nasazeni a tudiz i k poklesu Attyymp.

Vysledky diplomové prace prokazaly tendenci vzestupu Attymp b&€hem prvnich dvou hodin
zatéze (1,4 °C+0,59), coz vzhledem k charakteru dlouhodobéjsiho fyzického vytiZzeni pred
odpocinkem na odbérovym misté vykazuje patrnéjsi vzestup, nez v pfipadé 10 min prace psl ve
studii Diviero et al. (2016). Rovira et al. (2008) rovnéz demonstrovali zmény télesné teploty u SAR
pst pri mirnéjsich venkovnich teplotach (21.2 ° C), kdy prokazali vrchol rektaIni teploty 40,64 °C,
ktery ovsem nevykazoval vyrazny pokles po celou dobu plilhodinového patrani. V ptipadé této
diplomové prace, sice v prvnim segmentu télesna Attymp vzrostla, pfi pokraovani v patrani
nasledujici hodinu se jiz takika nezménila, avsak psi ubéhli rGzny pocet kilometr( pficemz bylo
prokazano, ze ¢im vice kilometr( pes ubéhl, tim byla Attiymp niZsi. Pfedchozi studie (Rovira et al.
2008; Craig & Gillete 2011; Diverio et al. 2016; O'Briend et al. 2017; Baker & Davis 2018;
Pellegrino et al. 2018) naznacuji vzestup télesné teploty pst béhem fyzické aktivity kratkodobého
az stredné trvajiciho charakteru, jako je napf. aktivni pohyb ¢i patrani po pohreSovanych
osobach, a to i pfi stalém teplotnim prostredi (Robbins et al. 2017).

Nicméné v této prezentované studii, urazenim delsi vzdalenosti psem tzn. pfi dlouhodobéjsim
pracovnim nasazeni bez moznosti relaxace, byla zjisténa stabilizace Attymp s nasledovnym
pozvolnym poklesem, vzhledem k vybudované kondici sluzebnich ps(i. Pozvolna klesajici rozdil
Attymp Vv diplomové praci je pravdépodobné ovlivnén, jak téz pozoroval kolektiv Novak et al.
(2022) rostoucim fyzickym vysilenim psh, kdy dochazi k degradaci vynaloZené efektivity
a nastoleni rychlostné Setrnéjsi pohybové aktivité ps a zfejmé i Uspore energetickych rezerv
metabolismu. Pro dosazeni adekvatni fyzické kondice je totiz zapotrebi kombinace fyzickych i
mentalnich stimuld, nebot organismus psa musi byt schopen distribuovat své energetické
rezervy a korigovat svou aktivitu vsouladu sindividualnimi metabolickymi procesy, aby
nedochazelo k jeho pretizeni. Absence dostatecného tréninku znemoznuje vznik pozadované
kondi¢ni Urovné (Schneider & Slotta-Bachmayr 2009; Lee & Kim 2020). Trénovani psi
s vybudovanou kondici dosahuji teplotniho vrcholu nejvice pfi intenzivni zatézi (v prvotni fazi),
kdeZto psi bez predchozi pripravy projevuji neustaly vzestup (Diviero et al. 2016; Baker et al.
2020).

Nebyl vsak zjistén vliv prodlouzené doby stravené pohybem. Je zfejmé, Ze v tomto pripadé by
mohla hrat dllezitou roli rychlost pohybu, protoze zvysena svalova aktivita a metabolismus vede
k vétsi produkci tepla (Farley et al. 2021). Labradorsti retrivri, ktefi neméli dfive adekvatni
fyzickou kondici a tudiz nepftivykli fyzické zatézi béhem patrani ve volném terénu vykazovali
vyznamny narust télesné teploty az o 3 °C, a to jiZz po 5 min stfedni Urovné zatéze (Steiss et al.
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2004), nicméné neni znamo, jaky by byl stav po jejich expozici zatéZi po 2-3 hodinach aktivniho
pohybu.

(H3): Vzestup delty koncentrace a hodnot i) salivarniho kortizolu ii) salivarniho oxytocinuiiii) delty
télesné teploty bude pfitomen béhem prichodu obou segmentt zatiZeni.

Markantni vzestup Ac salivarniho kortizolu jsme pozorovali u sluzebnich pst béhem patrani
pouze v prvnim segmentu (PP-OM1), po némz Ac salivarniho kortizolu naopak poklesla. Delta
koncentrace salivarniho oxytocinu shodné klesala prostupem obou zatézovych segmentd, mezi
nimiz nebyla zaznamendana vyznamna diference, zatimco Attymp vykazuje tendenci pro vzestup
prichodem obou téchto segment.

(H4): Markantnéjsi vzestup delty koncentrace i) salivarniho kortizolu, ii) salivarniho oxytocinu,
iii) delty télesné teploty nastane prlichodem prvniho segmentu zatiZzeni v porovnani s druhym
segmentem.

Ranni méreni Ac salivarniho kortizolu, nezdvisle na zahajeni patrani, reflektovala s ohledem
na poznatky (Clow et al. 2010; Stalder et al. 2016) nejvyraznéjsi vzestup Ac salivarniho kortizolu
pfi prvnim odbérovém misté (OM1), prestozZe ranni koncentrace mezi 6:00 az 8:00 byvaji nejvyssi
(Cobb et al., 2016). Jak bylo jiz diskutovano dfive, primérné koncentrace salivarniho kortizolu
pfi rannim odbéru diplomové prace byly zaznamenany na koncentraci 25,2 ng/ml, coz presahuje
klidové hodnoty, pravdépodobné v dlsledku pfirozeného ranniho vzestupu (po 7:00).
Na druhou stranu, efekt ranniho vrcholu kortizolu v kontextu reakce na probuzeni (Colussi et al.,
2018) neni zcela jasné potvrzena, protoZe autofi Gianetta et al. (2014) lokalizuji tento vrchol
spisSe v obdobi kolem poledne. Tim padem tyto nejasnosti v ramci studii komplikuji exaktni
hodnoceni Ac salivarniho kortizolu.

M(ize se také jednat o metabolickou odezvu kortizolu a jeho mobilizacni role v ramci
energetickych rezerv, a to v kontextu emocniho vzruchu, jenz predchazi fyzické aktivité, spise
neZz k reakci na stresovou odpovéd vyvolanou potencidlnimi stresory (jak bylo evidovano
v pracich autorského kolektivu Balodis et al. (2010) a Chmelikova et al. (2020), kde byla
zkoumana sportovni a pracovni zatéz jako faktory ovliviujici alostaticky tlak na organismus
(Bergamasco et al. 2010). Soucasti tréninku SAR prace jsou psi obvykle odménovani potravou
¢i hravymi interakcemi s psovodem (Diverio et al. 2016), coZ pfiméje psy k ocekavani téchto
pozitivnich stimul(, které si tréninkem kontuji s timto typem prace a upevnuji si motivaci,
obzvlasté v primdarnim segmentu realizovanym po rannim odbéru (PP).

Mezi individualnimi zatéZovymi segmenty nebyl pro Ac salivarniho oxytocinu zjistén vyrazny
rozdil, nybrz pfi jejich prostupu doslo v obou pfipadech k poklesu. Vyssi hodnoty oxytocinu
se prokazaly zejména pfi prvnim odbéru (PP) neZ v nasledujicich mérenich. Koncentrace
dosahovala primérné 32,8 (+ 16,63) ng/ml, coz naznacuje okamizitou reakci oxytocinu
na pritomné podnéty, at uz stresového nebo vzrudivého charakteru v souvislosti s kortizolem.
Ke kontinualnimu poklesu doslo pravdépodobné vlivem okamzitého zachyceni volné frakce
difundovaného oxytocinu ihned po adaptaci a inhibici koncentraci kortizolu vUiéi zrovna
prozitému podnétu béhem prekondvani obou zatézovych segmentl (Handlin et al. 2011;
MaclLean et al. 2015).
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Dynamika Ac oxytocinu spolehlivé reflektuje jak akutni stresory, tak vzrusenim vyvolanou
stimulaci nezavisle na fazi patrani, s ohledem na zvysené koncentrace salivarniho kortizolu. Tento
jev znaci adaptaci testovanych pst na pracovni prostredi. Plazmatické koncentrace oxytocinu
obvykle dosahuji maxima jiz béhem prvni minuty po expozici stimulu, coz vyvold okamzitou
sekreci do krevniho obéhu. Handlin et al. (2011) demonstrovali vrchol oxytocinu u psu
bezprostfedné béhem prvni minuty interakce, s vyrazné vysSimi koncentracemi
neZ pred stimulaci. Tento rychly vzestup implikuje okamZité uvolnéni hormonu do periferie,
coZ vykazuje druhovu zavislost a variabilitu, podobné jako uslinného kortizolu. Rychlé
uvolniovani volné frakce oxytocinu do slin potvrdila i studie MacLean et al. (2018), ktera
zaznamenava narlst koncentraci ve slindch okamzité po 5 minutach pozitivni interakce.
Zaznamenané vysledky Ac salivarniho oxytocinu diplomové prace téz vypovidaji v kontextu
ranniho odbéru a prichodu prvnim segmentem (PP-OM1) o vzajemné sekreci oxytocinu
spolecné s kortizolem, nejspiSe béhem pocatecni excitace z patrani (PP-1), kdy byla maxima
samotné koncentrace oxytocinu nejcetné;jsi (pocet pripad( 10x).

Diference v Attiymp se zdaji byt podminény prekondnim specifického zatéZzového segmentu,
pficemZ byla zaznamenana tendence k vzestupu Attymp, zejména v pocatecni fazi aktivniho
patrani (PP-OM1), po niZ se télesné teploty psu stabilizovaly. Jak jiz bylo vyse diskutovéano,
postupny pokles Attiymp je pravdépodobné spojen s narlistajicim fyzickym vysilenim psQ, coZ vede
k degradaci vynaloZeného Usili a Setrnéjsi pohybovou aktivitu certifikovanych psd, a zifejmé
i Usporfe energetickych rezerv metabolismu. Presto vsak objem zatéZze zcela nepochybné
ovliviiovaly faktory jakymi jsou vegetacni pokryv a sklonitost terénu, spolecné s nizsi viditelnosti
orientacni (P=0,09), jelikoZ nebylo u vybranych psli mozné odebrat parametry zevniho zvukovodu
bez vyvolani stresové reakce, a pro adekvatni posouzeni je treba ziskat vybérovy vzorek s vétsim
mnozstvim subjektd.

Zavérem lze konstatovat, Ze byla prokazana souvislost mezi prodluzujici se dobou aktivniho
pohybu a narlQstem koncentrace salivarniho kortizolu, podobné jako souvislost mezi urazenou
vzdalenosti na deltu télesné teploty, ¢im delsi vzdalenost zkuseny zachranny pes urazil, tim
se Attymp shizila, pravdépodobné dUsledkem adaptace na zvySenou svalovou aktivitu
a mobilizovany metabolismus. Dllezitym faktorem je adekvatni trénink a pfiprava sluzebnich
pst, aby se predeslo jejich pretiZzeni, protoze neschopnost adaptace na fyziologické naroky
v kontextu patrani mlzZe vést k Unavé a selhdni organismu z pretéZovani, a to i k specifickym
onemocnéni a zranénim, které ovliviiuji stav vitalniho organismu psa a jeho Zivotni pohody.

Monitoring diplomové prace se zabyval simulovanym patranim s dlouhym ¢asovym ramcem
s presahem mnoha studii, které se nezamérily na celodenni zatéz, avsak nedokaze posoudit
dlouhodoby stres u sluZzebnich pst v disledku narocného a casto stresujiciho nasazeni
pfi vyhledavani pohresovanych osob. Literatura neposkytuje dostatek informaci o dopadu
intenzivniho a fyzicky ndro¢ného patrani zachrannych ps( na jejich fyziologicky stav
z dlouhodobé perspektivy a tudiz muzZe tato zavérecna prace podnitit zkoumani v této otazce.
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Zavéry 7

(H1): S prodluzujici se dobou stravenou aktivnim pohybem nastane vzestup delty koncentrace
a delty hodnot i) salivarniho kortizolu, ii) salivarniho oxytocinu iii) télesné teploty.

Nepozorovali jsme vliv prodluzujici se doby stravené aktivnim pohybem na Ac salivarniho
oxytocinu a ani Attiymp, avsak potvrzujeme jej pro Ac salivarniho kortizolu. S prodluZujici se dobou
pohybu pst rovnéz vzroste Ac salivarniho kortizolu.

i)+, ii) X, iii) X Hypotézu 1 potvrzujeme pro Ac salivarniho kortizolu.

(H2): Cim del$i vzdalenost pes urazi volnym pohybem v terénu (mnoZstvi prekonanych
km natrase), tim markantnéjsi je vzestup koncentrace a hodnot: i) salivarniho kortizolu,
ii) salivarniho oxytocinu iii) télesné teploty.

Nebyl prokazan vliv urazené vzdalenosti na vzestup Ac salivarniho kortizolu, ani Ac salivarniho
oxytocinu. Vysledky prokazuji ovlivnéni Attyme mnoZstvim prekonanych kilometrd, pfi¢emz
Attymp pozvolna klesala Umérné s mnoizstvim prekonanych kilometrQ, tzn. delsi urazenou
vzdalenosti psem

i)x , ii) X, iii) v Hypotézu 2 potvrzujeme pouze pro Attiymp
(H3): Vzestup delty koncentrace a hodnot i) salivarniho kortizolu ii) salivarniho oxytocinuiiii) delty
télesné teploty bude pfitomen béhem prichodu obou segmentt zatiZeni.

Markantni vzestup Ac salivarniho kortizolu jsme pozorovali u sluzebnich psd béhem patrani
pouze v prvnim segmentu (PP-OM1), po némz Ac salivarniho kortizolu naopak poklesla. Delta
koncentrace salivarniho oxytocinu shodné klesala prostupem obou zatézovych segmentd, mezi
nimiz nebyla zaznamendna vyznamna diference, zatimco Attymp vykazuje tendenci pro vzestup
prichodem obou téchto segment.

i)% ,ii) % , iii) v Hypotézu 3 potvrzujeme pouze pro Attiymp
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(H4): Markantnéjsi vzestup delty koncentrace i) salivarniho kortizolu, ii) salivarniho oxytocinu,
iii) delty télesné teploty nastane prlichodem prvniho segmentu zatiZzeni v porovnani s druhym
segmentem.

Mezi individudlnimi zatéZovymi segmenty nebyl pro Ac salivarniho oxytocinu zjistén vyrazny
rozdil, nybrZ pfi jejich prostupu doslo v obou pripadech k poklesu. Vyznamny vzestup byl zjistén
v ptipadé Ac salivarniho kortizolu prostupem prvniho segmentu, po némz nasledoval pokles.
Podobna tendence byla zaznamendna pro Attymp s diferenci prostupu druhym segmentem,
béhem néhoz Attymp vzrostla (1,4 ° C £ 0,59) a poté doslo ke stabilizaci s tendenci k pozvolnému
poklesu.

i)+, ii) % , iii) v Hypotézu 4 potvrzujeme pro Ac salivarniho kortizolu a Attiymp.

Dlouhodoba a intenzivni prace sluzebnich pst ma vliv na jejich fyziologicky stav, a to zejména co
se tyCe Ac salivarniho kortizolu a Attiymp, kdy oxytocin zejména reflektuje vzestupy Ac salivarniho
kortizolu. Zkuseni a trénovani psi vyuZiti v této praci prokazali dostatecnou adaptaci organismu
na tento fyzicky vykon, ktera je klicova pro prevenci Unavy a zranéni. AvSak dosud neni zndmo,
jaké jsou dlouhodobé dopady zatéze u psi uréenych pro plosné patrani. Tato diplomova prace
tak podnécuje dalsi vyzkum v této oblasti.
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