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Kortizol jako marker stresu pri sportovnim vyuziti psu

Souhrn

V poslednich letech vzrostl zdjem vefejnosti 0 zivotni pohodu zvifat. Zajem Siroké
vefejnosti se tyka také psi, ktetfi by pii praci a sportu méli pocitovat co nejmensi miru stresu,
coz je mozné zajistit jen tak, ze budou existovat neinvazivni metody, které stresovou zatéz
a naruSeny welfare budou schopny kvantifikovat.

Cilem diplomové prace bylo zjistit, zda se koncentrace hormonu kortizolu méni béhem
dne upsu V cirkadialnim rytmu, zhodnotit hladiny salivarniho kortizolu u psi V prub¢hu
pracovni zatéze béhem patraci akce a zjistit, zda hormon vykazuje zmény v koncentraci
Vv zavislosti na pohlavi.

Pro tento Gcel bylo odebirano 21 vzorka salivarniho kortizolu od 5 fen a 16 pst béhem
simulovanych patracich akci na 4 riznych mistech. Psi patrali kazdy den celkem 3x po dobu
1,5 az 3 hodin s dvéma hodinovymi pauzami mezi patranimi. Hladina salivarniho kortizolu byla
meéfena 6krat denné. Pro stanoveni cirkadialniho stfidani koncentrace kortizolu byla hladina
hormonu sledovana ve dvouhodinovych intervalech béhem 24 hodin upst bez zatéze
vV domacich podminkach. Koncentrace kortizolu byla vZdy métena ve vzorcich pomoci ELISA
metody.

V praci bylo prokdzano, ze Uupsi béhem dne dochazi K cirkadidlnim zménam
Vv koncentraci hladiny slinného kortizolu. Podobné jako u ¢lovéka hladina kortizolu ve slinach
pst roste V rannich hodinach té€sné po probuzeni. Vzhledem k tomu, ze ma kortizol cirkadialni
stfidani, je nezbytné v budoucich experimentech zohlednit ¢as odbéru vzorki. Koncentrace
tohoto hormonu se 1i§i U pst a fen, coz je také vzit v potaz pii sestavovani experimenti
a hodnoceni jejich vysledk. v praci bylo rovnéZz potvrzeno, ze mira fyzické zatéze ma vliv
na koncentraci salivarniho kortizolu. Kortizol miize byt vyuzit jako ukazatel stresu psd,
zejména V situacich, které jsou spojené s fyzickou ndmahou. Nicméné bude vhodné tento
marker doplnit o sledovani dalSich vybranych hormonalnich ukazateld a behavioralnimi
pozorovanimi, jediné tak je mozné ziskat komplexni popis stresovych reakci pst, ale i dalSich

zvirat.

Klic¢ova slova: pes; sliny; hormony; kortizol; stres; zatéz; cirkadialni stéidani



Cortisol as a stress marker during dog’s sports

Summary

In recent years, public interest in animal welfare has increased. The interest of the
general public also concerns dogs, which should feel as little stress as possible during work and
sports, which can only be ensured if there will be non-invasive methods that will be able to
quantify the stress load and impaired welfare.

The aim of the thesis was to find out whether the concentration of the hormone cortisol
changes during the day in dogs in a circadian rhythm, to evaluate the levels of salivary cortisol
in dogs during the workload during a search operation and to find out whether the hormone
shows changes in concentration depending on gender.

For this purpose, 21 salivary cortisol samples were collected from 5 bitches and 16 dogs
during simulated searches at 4 different locations. The dogs searched a total of 3 times each day
for 1.5 to 3 hours with two 1hour breaks between searches. Salivary cortisol level was measured
6 times a day. To determine the circadian alternation of cortisol concentration, the level of the
hormone was monitored in two-hour intervals during 24 hours in dogs without stress in home
conditions. Cortisol concentration was always measured in the samples using the ELISA
method.

In the work, it was demonstrated that in dogs there are circadian changes in the
concentration of the salivary cortisol level during the day. Similar to humans, cortisol levels
in dogs' saliva rise in the morning hours just after waking up. Since cortisol has a circadian
alternation, it is essential to consider the time of sampling in future experiments.
The concentration of this hormone differs in dogs and females, which is also to be taken into
account when setting up experiments and evaluating their results. The work also confirmed that
the degree of physical exertion has an effect on the concentration of salivary cortisol. Cortisol
can be used as an indicator of stress in dogs, especially in situations that involve physical
exertion. However, it will be appropriate to supplement this marker with the monitoring of other
selected hormonal indicators and behavioral observations, only in this way is it possible

to obtain a comprehensive description of the stress reactions of dogs as well as other animals.

Keywords: dog; salivary; hormones; cortisol; stress; burden; circadian alternation
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1 Uvod

V poslednich letech vzrostl zajem vefejnosti 0 welfare zvirat. Zajem Siroké vefejnosti
se tyka také pst, ktefi by pifi pracovnim a sportovnim vyuziti méli pocitovat co nejmensi miru
stresu, coz je mozné zajistit jen tak, ze budou existovat neinvazivni metody, které stresovou
zatéz a naruSeny welfare budou schopny kvantifikovat. Jako jeden z moznych neinvazivnich

markeru stresu muze slouzit salivarni hormon kortizol.



2 Védecka hypotéza a cile prace

2.1 Cil prace

Cilem diplomové prace bylo zjistit, zda se hladina hormonu kortizolu méni béhem dne
upsa V cirkadidlnim rytmu, zda hormon vykazuje zmény Vv koncentraci mezi pohlavimi,

a predevsim zhodnotit zmény hladiny salivarniho kortizolu U pst v pribéhu pracovni zatéze.
2.2 Védecké hypotézy

Hypotéza 1:

Hladina kortizolu ve slinach pst vykazuje cirkadialni zmény.

Hypotéza 2:

Hormon kortizol ve slinaich muize slouzit jako marker stresu pst pfi zatézi.
Hypotéza 3:

Hladina salivarniho kortizolu je spojena s pohlavim.



3 Literarni reSerse
3.1 Stres

Termin ,,stres” byl odvozen od anglického ,,to stress — mackat, tlacit, zdGraznovat
azavedl ho Selye (1956). Biologicky stres je vymezovan jako stav, ktery je odpovédi
na neptiznivé fyziologické aemociondlni podminky a zptsobi tak naruseni homeostazy
(Manser, 1992). Homeostaza je udrzeni stabilniho vnitiniho prostiedi organismu, které je
nezbytné pro jeho existenci. T¢lo je neustale vystavovano situacim, pfi kterych mulze nastat
rozruseni rovnovahy vnitiniho prostfedi, které zptisobi napiiklad hypoglykémie, poruchu
termoregulace nebo infekci. Tyto podnéty jsou nazyvany stresory. Savci vSak disponuji
kompenza¢nimi mechanismy, jez je mozné schématicky rozd¢lit do 3 fazi (Poplachova reakce,
adaptacni faze a faze vycCerpani) (Mourek, 2012).

Z evolu¢niho hlediska je stres, a pfedevSim proces adaptace nanéj, velmi dilezitou
soucasti zivota jedince. Diky zkuSenosti ma organismus moznost se ucit vyrovnavat S novymi
situacemi a zaroven se stavat odoInéjsim (Veselovsky, 2005). Stres je velmi ¢asto vniman jako
negativni stimul, ne vzdy tomu tak je, muze byt i stimul s pozitivnim vlivem na organismus
(Kittnar et al., 2020).

Existuji dva typy stresu — eustres (akutni) adistres (dlouhodoby/chronicky)
(Selye, 1956). Piestoze eustres a distres jsou oba typy stresu, maji zcela odlisné ucinky
na jedince. Eustres mize byt vyhodny, zatimco distres mize byt Skodlivy pro zdravi
a psychickou vyrovnanost jedince. (Kamarck a Lovallo, 2003). Eustres je typ stresu, ktery je
vniman jako pozitivni @ ma motivaéni G¢inek na jedince. Tento typ stresu mize zvysit fyzickou
a mentalni vykonnost jedince (Selye, 1956). Distres je typ stresu, ktery je vniman jako negativni
a muze vést K negativnim dopadiim na zdravi a pohodu jedince. Tento typ stresu mize zpusobit
unavu, bolesti hlavy, izkost a depresi (Lazarus a Folkman, 1984).

Reakce organismu vzdy probihd Vv odpovédi nanéjaky podnét, tedy stresor
(Selye, 1956).

3.1.1 Stresor

Stresorem je impuls, ktery dokaze vyvolat stresovou reakci. Stresory mohou mit rizny
ptuvod. Zakladni rozdé€leni je na stresory fyzikalni (vysoké teploty, hluk, vibrace), chemické
(chemikalie ve vodé¢, rizné toxiny) a psychosocialni (nerovnovazné slozeni socialni skupiny,

nedostatek potravy a piti pro konzumaci) (Palme, 2002). RovnéZz je mozné nalézt stresory, které



ovliviiuji emocni stranku jedince, tedy stranku psychickou. Pomoci téchto stresord je mozné
vyvolat strach, agresi nebo uzkost (Reeder et Kramer, 2005). Individualita daného jedince
urCuje, jakym zpusobem bude stresor pusobit (Mills et al., 2014). Informace o vné&jSim
a vnitinim prosttedi jsou ziskavany organismem pomoci receptorti (Kittnar, 2015).

Prakticky v§echny druhy savci, v¢etné ¢loveéka, ziji v socidlni komunité, a praveé jednim
Z nejsilngjsich stresorti je naruseni socidlnich vazeb v komunité, coz ma za nasledek vznik

chronického stresu (Koolhaas et al., 2006)
3.1.2 Stresova reakce

Jestlize je organismus vystaven nebezpeci, stresové situaci, spusti se stresova reakce,
tedy odpovéd’, ktera je komplexem nespecifickych fyziologickych, hormonalnich
a behavioralnich odpovédi, jez maji jedince chranit pfed nezddoucimi vlivy stresoru
(Skarlandtova et al., 2010).

Charakter reakce je zavisly na délce pusobeni a intenzité stresoru. Jestlize se stimul
vyskytne znenadani a organismus je mu vystaven je po kratkou dobu, dojde k odpovédi FFS,
neboli ,,flight and fight syndrom* (,,ute¢ nebo bojuj*). Nasledkem piisobeni podnétu se z diené
nadledvin zacinaji vyplavovat hormony, adrenalin a noradrenalin. Tyto hormony zpusobuji
zvySenou tepovou frekvenci, rozsiteni cév zasobujicich svalstvo, pravym opakem jsou pak cévy
zasobujici povrch téla a travici trakt, jez se zuzuji (Veselovsky, 2005).

Dle Mourka (2012) se daji kompenza¢ni mechanismy rozdélit do 3 fazi. Prvni, faze
poplachova, je charakterizovana velmi rychlou aktivaci sympathoadrenalniho systému (SAS)
a naslednym rychlym vyplavenim ketocholaminu, noradrenalinu a dalsich hormonti ze diené
nadledvin. Charakteristickymi jevy faze je zvySeni hladiny glykémie, zvySeni srde¢niho tepu
a hyperventilace. Dochazi ke stresové hypertenzi, ktera zvysuje fyzickou vykonost, za sou¢asné
zvySené sekrece hormonl  kiry nadledvin aktivitou hypothalamu, hypofyzy
a adrenokortikotropni hormon (ACTH). Hormony kuary nadledvin je zajistovana stalost
vnitiniho prostiedi z hlediska energetickych zdroju, koncentrace sodiku a drasliku a objemu
vody. Faze druha, adaptacni, pfichazi s az s dlouhym pasobenim stresoru. i v této fazi dochazi
k aktivaci ACTH a naslednému vyplaveni hormont kiiry nadledvin, kde se uplatiuje kortizol.
Jeho ucinkem je zajistén dostateny piisun substratu, jez je potfeba pro metabolické déje, jako
je glukoneogeneze, lipolyza a proteolyza. Dochazi k imunosupresi, analgezii a potiebé
zvySeného pfijmu potravy. V této fazi je télo savce proti stresu nejodolné;jsi. Jako tfeti nastava
faze vycCerpani, a to pouze tehdy, pokud stresor ptisobi pfili§ dlouho ¢i je moc silny. VSechny

energetické zdroje jsou vycCerpany a je narusena sekrece kortizolu. Stalost vnitiniho prostredi
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je poruSena aorganismus stresu podléha. Nastadva Sok, hypotenze asrde¢ni selhani

(Mourek, 2012).

adaptaéni vycerpani
reakce
odbourani vycerpani
stresoru rezerv

rezistence
ke stresu

stresor

Obrazek 1 - Faze stresova reakce

Dostupné z:< http://fblt.cz/skripta/xi-regulacni-mechanismy-1-endokrinni-regulace/9-stres/>

U zivocicht je mozné sledovat behavioralni nebo fyziologickou reakci na stres, tedy
strategii, jak se jedinec se stresem vyrovnava. Behavioralni reakci na stres miize byt vyhybavé
¢i unikové chovani, potlaceni reprodukéniho chovani adalsi (Reeder et Kramer, 2005).
Puisobeni stresoru je U zvifat spojeno S aktivaci dvou stresovych drah — sympato-adreno-

medularni (SAM) a hypothalamo-hypofyzarni (HPA) (Kyrou & Tsigos 2009).
3.1.3 Stresové drahy

Stresové drahy mohou byt aktivovany rlznymi stresory, jako jsou fyzikalni,
psychologické ¢i socialni faktory. Jejich Spatna regulace muze vést K riznym onemocnénim

a porucham, vcéetné uzkosti, deprese a kardiovaskularnich chorob. (McEwen, 2007)



3.1.3.1 Hypothalamo-hypofyzarni osa (HPA)

Osa hypothalamo-hypofyzarni (HPA) je neuroendokrinni osa, ktera je zodpovédna
zareakce nastresové podnéty. Tato osa se sklada ze tiéi CGasti: hypothalamu, hypofyzy
a nadledvin. Hypotalamus uvolituje hormon kortikoliberin (CRH), ktery stimuluje uvoliiovani
hormonu adrenokortikotropniho hormonu (ACTH) vV hypofyze. ACTH pak cestuje

do nadledvin, kde stimuluje produkci kortizolu a dalsich hormont (Kudielka et al., 2003).

3.1.3.2 Sympato-adreno-medularni osa (SAM)

Osa sympato-adreno-medularni (SAM) je soucasti neuroendokrinniho systému, ktera se
aktivuje béhem akutni stresové reakce apodili se na uvoliiovani katecholamintli, zejména
adrenalinu a noradrenalinu. Tyto hormony zvySuji srde¢ni frekvenci, zpusobuji zvySeni
krevniho tlaku a dychaci frekvence a také zvysuji hladinu krevniho cukru. Aktivace osy SAM
je vétsinou kratkodoba a slouzi K pfizptisobeni organismu na akutni stresor (Lupien et al., 2009;

McEwen & Akil, 2020).

3.2 Stresové hormony a nadledviny

Nadledviny patii mezi parové organy, jsou malé anachédzi se kranidlné¢ od ledvin.
Nadledviny se skladaji z kury a dfené, tyto dvé struktury maji odlisnou stavbu, ptuvod i funkci
(Grim, 2005). Kura nadledvin je morfologicky rozliSena natfi zony — povrchova zona
produkujici mineralokortikoidy, zona fasciculata azona reticularis vytvaiejici androgeny,
mineralokortikoidy a glukokortikoidy, jez jsou steroidni povahy (Kittnar, 2020). Dien
nadledvin je uloZena uvnitt organu. Jednd se 0 specializovanou tkan sympatoadrenalniho
systétmu. Dochazi zde ktvorbé ketocholaminii — adrenalinu, noradrenalinu a dopaminu.
ve vSech tfech piipadech jde 0 jednoduché peptidy odvozené od aminokyseliny tyrozinu
(Mourek, 2012; Trojan, 2003).



Glomerulosa
Fasciculata

Reticularis

Kortizol
Aldosteron

Katecholaminy

Obrazek 2 — Rez nadledvinou psa

Dostupné z:<www.autismpedia.org>
3.2.1 Kiira nadledvin

Hlavnim glukokortikoidem je kortizol, ¢asto nazyvany téz ,,stresovy hormon* mezi né
je fazen také kortikosteron a kortizon (Reynolds et al., 1999).

Jednim z dulezitych tkolu Kkortizolu je pro organismus zajistit dostatek zivin a také
pfipadné energii po vyCerpani zasob z jater (Bernaskova et Polach, 2016). u vétsiny savcd je
hlavnim stresovym hormonem, ktery ma zajistit organismu homeostazu. Jeho hladina je fizena
slozitou zpétnou vazbou (Esposito et Bianchi, 2012).

Z nadledvin je kortizol transportovan krvi navazan na plazmaticky globulin. Globulin
je velmi vazny s kortizolem, a naopak Kk ostatnim steroidnim hormontim ma niz$i afinitu.
Polocas kortizolu v ob&hu je okolo 70 minut. Vv jadfe cilové bunky se komplex vaze na misto
Vv blizkosti gend, které jsou kortizolem aktivovany. Co kortizol nakonec zpusobi, zavisi
na genetické vybavé buriky, jeho moznosti plisobeni maji velmi Sirokou Skalu moznosti. Mezi
biologické ucinky kortizolu patii metabolické — sacharidy, podili se naregulaci glykémie a
Vv jatrech stimuluje glykogenolyzu; proteiny, blokace tvorby proteinli ve svalech; lipidy. Dale

pak kortizol ovliviiuje kardiovaskularni systém, napomahd zvysit silu srde¢ni kontrakce



a krevni tlak. Mezi dulezité ucinky je fazena schopnost zvysit tvorbu erytropoetinu a snizeni
poctu T-lymfocyti. Produkce kortizolu je fizena hypothalamo — hypofyarni osou (Kittnar,
2020).

Zvysena produkce kortizolu U psa mize mit za ndsledek propuknuti nemoci, Cushingtiv
syndrom, ktery se projevuje alopécii — ztratou ochlupeni, polyurii — nadmérnym vydejem moci
nebo polydipsii — nadmérnou zizni. Opakem je sniZzend produkce aonemocnéni zvané

Addisonova choroba, ktera vede k selhani ¢innosti nadledvin (Castillo et al, 2009).
3.2.2 Dfei nadledvin

Hormony dfené nadledvin jsou noradrenalin a adrenalin a dopamin, jez jsou nazyvany
ketocholaminy. Dfenl obsahuje dva typy bunék — A-buiiky a N-butiky. Adrenalin je produkovéan
A-bunkami, byl objeven jako prvni a jeho produkce ptedstavuje 80 % ketocholaminu, které
jsou z dfené vylucovany do krve. Uvolinovani adrenalinu je na zékladé nervovych podnétu,
nejcastéji pii fyzickém c¢i psychickém stresu. Je také nejrychleji pusobicim hormonem, a tak
jeho metabolické ucinky zvysuji hladinu glykémie. Noradrenalin je produkovan N-buiikami,
jeho plisobenim V téle nastava kontrakce cév (mimo srdecnich) a tim zvySeni krevniho tlaku.
Jeho vazokonstrikéni u€inky jsou dilezité, jelikoZz diky nim se navy$i pocet stahii srdce
anastava lipolyza, diky které se volné mastné kyseliny stavaji zdrojem energie. Polocas

rozpadu ketocholamind je kolem 20—40 sekund (Reece, 2011).
3.2.3 DalSsi stresové markery

Mimo kortizolu je mozné pro analyzu akutniho stresu vyuzit i dalSich markert. Tyto
markery jsou charakteristické pro fyziologickou reakci organismu na stresory.

Prolaktin mé& primarné¢ metabolické ucinky, avSak jeho hladina stoupd pfi stresu az
stonasobné. Je také aktivatorem imunitni odpovédi. Ta funguje nasledovné, na periferii se
navaze na imunitni bunky a aktivuje T-lymfocyty a tim padem i buné¢nou imunitu. v piipadé
pusobeni stresu dlouhodobé muze ovliviiovat reprodukei (Bernaskové et Polach, 2016).

Somatotropni hormon (STH), také nazyvany rastovy, béhem stresu jeho hladina stoupa.
Zvysena hladina pfetrvavd zhruba 2 hodiny. Hlavni tlohou tohoto hormonu jsou vsak
metabolické uc¢inky (Bernaskova et Polach, 2016).

Slinna alfa-amylaza (sAA) a Chromagranin a (CgA) jsou biomarkery stresové osy
SAM. sAA byl prokazano ve slinach u pst, ackoliv je obecné znamo, Ze psi SAA ve slinach

nemaji. SAA bylo prokdzano U nemoci stresovanych pst (Hong et al., 2019). CgA je vylu¢ovan



pii akutnim stresu spolec¢né S ketocholaminy. Hladina CgA se pfi stresu velmi rychle zvySuje
a stejné tak pak i snizuje. CgA je analyzovan zejména pro zjisténi uzkosti ¢i vzruseni (Lensen
etal., 2019).

Pro drahu HPA je to slinny imunoglobulin a (sIgA), kdy jeho hladina se méni béhem
akutniho stresu. Oproti kortizolu se vSak jeho hladina nezvysuje, ale naopak snizuje, jelikoz
pravé kortizol jeho sekreci potlaci. (Kikkawa et al., 2003; Svobodova et al., 2014;
Lensen et al., 2019).

ALDOSTERON

\ KORTIZON
/
(L e ormosteron

\ 1

+~— ADRENALIN
«—— NORADRENALIN
|, S DOPAMIN

Obrazek 3 - Hormony kiry nadledvin
Dostupné z: <https://www.axon-med.cz/2021/10/nadledvinystres.html>

3.3 Kortizol — marker stresu u psia

Kortizol je steroidnim hormonem patiicim mezi glukokortikoidy a také hlavnim
stresovym hormonem pst. Je mozné jej izolovat z krevni plazmy, moci, slin (Beerda
et al, 1996), vykalu a chlupt (Cobb et al, 2016). Glukokortikoidy, jeZ jsou obsahem vykalu ¢i
srsti, ukazuji hladinu dlouhodobého stresu. TytéZ hormony obsaZené Vv slinach a krevni plazmé
jsou naopak ukazateli stresu kratkodobého, tzn., odraZeji soucasnou stresovou situaci jedince
(Beerda et al, 1996). Hodnoty krevnich markert mohou byt pouzity jako piimy ukazatel
fyziologickych zmén, av§ak samotny odbér krve je invazivni metodou a v dnesni dobé jsou
uptfednostinovany metody, které uznavaji welfare zvitat ¢ili jejich ,,zivotni pohodu®. Odbér

taktéZ vyzaduje zaskoleny a zpisobily personal, nejlépe tedy veterindrniho Iékate. Samotny



odbér krve ze zily na periferii, tedy koncetiné, zptisobuje ndrtst hladiny kortizolu, je tedy
pro zvite stresorem (Draschel, 2009). Odbér slin pro zjisténi hladiny kortizolu je psy lépe
tolerovana metoda, neb je neinvazivni a snadno se da psa ptivyknout K odbéru slinného vzorku.
Neni potieba zpusobilé osoby, odbér zvladne imajitel sam doma po =zaSkoleni
(Cobb et al, 2016).

Kortizol odebrany ze slin miize byt vhodnéj$im fyziologickym indikatorem akutniho
stresu nez plazmaticky kortizol, protoze je piimym odrazem biologické aktivity. U psti nebyly
zaznamenany zadné rozdily v bazalnich hladinach kortizolu mezi pohlavimi, tedy samcem
a samici. Bazalni hladina je vSak ovlivnéna velikosti a vékem jedince, nikoliv vSak fazi cyklu
u fen. u plemen je tedy mozné fici, Ze mensi plemena mivaji bazalni hladinu kortizolu vyssi nez
plemena vétsi. Také, ze mlad’ata maji bazalni hladiny kortizolu vyss§i nez dospéli jedinci.
ve stresové situaci pak u samic je naméfena hodnota kortizolu vys$$i nez u samcu a u mlad’at
niz8i nez U starSich jedincti (Coppola et al. 2006).

Koncentrace kortizolu ve slinach psa je mezi 4-12 % koncentrace nachazejici se
v krevni plasm¢ (Wenger-Riggenbach 2010).

Kortizol je vorganismu pienasen vazebnymi proteiny, zejména globulinem
a albuminem. Kortizol se vaze na tyto proteiny, coZ umoznuje jeho pfenos K cilovym tkanim
Vv téle a také regulaci jeho koncentrace v krevnim obé&hu (Liu et al., 2017)

Nemoc aléky ovliviiuji vazbu naproteiny atim mohou snizit korelaci mezi
plazmatickymi a slinnymi koncentracemi kortizolu. Za normalniho stavu hodnoty kortizolu
v krevni plazmé a slinach koreluji (Cobb et al, 2016).

Cobb et al. (2016) ve své studii porovnaval 5153 vzorkd slin celkem 1205 psu.
na zéklad¢ vysledki, tedy hodnotu hladin kortizolu, stanovil primémou hladinu bazélniho

salivarniho kortizolu u psti, 0,45 pg/dL se standardni chybou 0,13.
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Obriazek 4 — Molekula kortizolu

Dostupné z: <https://en.wikipedia.org/wiki/Cortisol>

3.3.1 Funkce a uc¢inky kortizolu

Kortizol ma né¢kolik biologickych u€inkl. Prvnim jsou metabolické Uc¢inky, podili
se na regulaci glykémie tak, ze zvySuje koncentraci glukdzy v Krvi (hlavni zdroj energie pro
svaly amozek) a v jatrech stimuluje glykogenolyzu, dale pak blokuje tvorbu proteind
ve svalech. DalSim, druhym, U¢inkem je, Ze zvySuje tvorbu erytropoetinu. Také blokuje
imunitni odpovéd’, snizuje pocet T-lymfocytl a zplsobuje atrofii brzliku. Svym komplexnim
plUsobenim na organismus zajiStuje homeostazu pii stresu — dodavd dostatené mnozstvi
glukozy pro spravnou ¢innost mozku a stimuluje kardiovaskularni systém (Kittnar, 2011).

Kortizol také snizuje vychytavani glukozy ve svalech a to proto, aby Settil glukozu, tedy
energii, pro mozek, nybrz zasobarna energie pro svaly je jina. Hyperglykemicky ucinek
kortizolu je dileZzity pro zvySeni hladiny krevniho cukru a Setii tim energii pro mozek. Toto je
velmi dilezité béhem stresovych reakei ,,flight or flight* (Sigmund et al, 2014).

Glukokortikoidové receptory je mozné nalézt takika ve vSech tkanich téla savct. i diky
tomu je kortizol schopen ovlivnit t¢éméf vSechny organové soustavy V téle, predevsim nervovy,

imunitni, reproduk¢ni, dychaci a kardiovaskularni (Thau et al, 2020).
3.3.2  Sekrece kortizolu

Sekreci kortizolu fidi hypothalomo-hypofyzarni osa nadledvin (HPA) (Bergeron et al.,

2002). Kortizol se uvoliluje V névaznosti na pisobeni psychologického ¢i fyziologického
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stresu. Pokud se jednd o0 akutni stres, pak se kortizol uvoliiuje béhem nékolika malo minut
od zacatku ptisobeni stresoru (Maimon et al. 2020).

Hormon kortikotropin (CRH) je uvolnovan paraventrikuldrnim jadrem hypothalamu,
ktery nasledné ptisobi na hypofyzu a uvoliuje tak adrenokortikotropni hormon (ACTH), ktery
poté pusobi na ktiru nadledvin (Thau et al, 2020).

3.3.3 Poruchy regulace sekrece kortizolu

Pti diagnostice poruch spojenych s produkci kortizolu se pouziva metoda vzorku
salivarniho kortizolu, tak odbér krve a stanoveni plazmatického kortizolu (Thau et al., 2020).

Cushingtiv syndrom je onemocnéni, které U psit miiZze zpusobit nadmérna produkce
kortizolu, pro tuto nemoc jsou charakteristické projevy, jako je polydipsie, polyurie, kozni
zmény jako alopecie a dalsi. Oproti tomu Addisonova choroba se u pst mize vyskytnout

Vv piipad¢ snizené produkce kortizolu (Castillo at al., 2009)

Hyperkorticismus

Také nazyvan jako Cushingliv syndrom. Jedna se 0 onemocnéni, které se vyskytuje
u jedincti, kterych je jejich télo vystaveno vysoké hlading kortizolu po dlouhou dobu. Tato
choroba se velmi ¢asto vyskytuje U psu stfedniho a starSiho véku (Peterson, 2001).

Cushingliv syndrom miize mit endogenni ¢i exogenni pivod. Exogenni plvod je
zpiisoben systémovym podavanim kortikosteroidi. Naopak endogenni je zplisoben
nadprodukci kortizolu nadledvinami. Cushingliv syndrom je asto jako nésledek benigniho
nadorového onemocnéni napi. hypofyzy (Galasko, 2015; Thau et al., 2020).

Mezi Casté piiznaky Cushingova syndromu patii Uinava, celkova slabost a pfibirani
na vaze. U mlad’at byl pozorovan zpomaleny rist (Lacroix et al., 2019). Dale se mohou
ujedincu vyskytovat ptiznaky jako hyperglykemie, vy$si nachylnost K tvorbé hematomii ¢i
Spatné hojeni ran. Celkové zvySena produkce kortizolu znaéné ovliviiuje funkci imunitniho
systému a hrozi riziko cast&jSich infekci. Diagnostika hyperkorticismu je velmi narocna
s ohledem na mnozstvi moznych piiznakd onemocnéni a vyzaduje delsi a detailnéjsi vysetieni

(Galasko, 2015).

Hypokorticismus
Primarni adrendlni insuficience, zndma také jako Addisonova choroba, je nejcastéji
zpuisobena autoimunitni adrenalitidou, tedy onemocnénim kiry nadledvin, konkrétné

nedostate¢nou produkci adrenokortikdlnich hormont. Mezi dalsi pfi¢iny patfi malignita,
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krvéaceni nebo infekce nadledvin. Adrenalni insuficience je zptisobena nedostatecnou tvorbou
ACTH hypofyzou (Thau et al., 2020).

Adrenokortikalni hormony jsou jedny ze zékladnich regulatori homeostdzy vody
a energetické bilance. a proto toto onemocnéni muze mit velmi vazné az zivot ohrozujici
nasledky — adrenalni selhani (Barthel et al. 2018). Mezi ptfiznaky adrenalni insuficience paii

ubytek hmotnosti, inava hypotenze.
3.3.4 Cirkadianni rytmus uvoliiovani kortizolu

Cirkadianni rytmus uvolnovani kortizolu odkazuje na ptirozeny cyklus, béhem kterého
se kortizol uvoliuje Vv pribc¢hu dne. Tento cyklus je regulovdn hormondlnim systémem,
zejména hormonem ACTH, ktery stimuluje uvoliiovani kortizolu z nadledvin. Poruchy
cirkadianniho rytmu kortizolu mohou mit negativni dopad na zdravi (Dickerson, 2004)

Oster et al. (2016) uvadi, Ze hladina kortizolu béhem dne je u ¢lovéka rozdilné. Nejvyssi
hodnoty jsou naméteny V rannich hodindch, tedy ihned po probuzeni, mezi 4:00 az 10:00,
béhem dne hladina kortizolu kolis4 a nejniz$i naméfené hodnoty jsou béhem nocnich hodin,
kdy clovek spi.

Cirkadidnni rytmus uvoliiovani kortizolu U pst je velmi zajimavé téma a pfitomnost
tohoto rytmu je stale nejasna. v nékterych studiich se uvadi, ze u psa neni cirkadianni rytmus
kortizolu prokazan (Castillo et al., 2009). Giannetto et al. (2014) uvadi, Ze cirkadidnni rytmus
U psu je ptritomen bez ohledu na denni aktivu.

Kolevska et al (2003) ve studii monitorovali koncentraci kortizolu po dobu 24 hodin
z krevniho séra u 23 psi. Psi byli rozdéleni do tii experimentalnich skupin, prvni skupina byla
kontrolni bez jakéhokoliv cvi€eni, druhou skupina experimentélni a tfeti skupinou byli psi
pracujici. Krev byla psiim odebirana Vv intervalech 90 az 180 minut. Vzorky byly nésledné mezi
sebou porovnavany pomoci Kruskal-Wallis testu. Vysledky se lisily v ramci porovnani
jednotlivych skupin. Cirkadianni rytmy byly nelezeny u pst V kontrolni skupiné, avSak
ve skupiné experimentalni a pracovnich psu nikoliv. Koncentrace kortizolu v krvi podléhaji
beéhem dne mnoha zménam, kdy zalezi na dennich a no¢nich Cinnostech.

Vysledky nékterych studii uvadeji, ze hladina u psi se méni cirkadidlné béhem dne,
nejvyssi naméfenou hodnoty dosahuji vzorky zrannich hodin akoncentrace kortizolu
dovecere klesa a Vvmnocnich hodinach se hodnoty pohybuji nanejnizsi hlading

(Romero et al., 2008).
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3.4 Fyzicka zatéz a jeji vliv na organismus

Béhem fyzické zatéze potiebuje télo zvySené mnozstvi energie. Aby télo potfebnou
energii ziskalo, je organismem uvoliovana glukoéza, ta vzniké Stépenim glykogenu. VSechny
tyto procesy jsou fyziologické a béhem zatéze diky nim je télo schopno pfechodné zvysit
vykon. AvSak jeli zatéz jest€¢ zvySena, popiipadé trva pfiliS dlouhou dobu, tak dochazi
k vyCerpani energetickych zdroji organismu a nasledkem muze byt oxidacni stres a poskozeni
organismu (Juda, 2008).

Jako oxidacni stres je nazyvana nerovnovaha mezi tvorbou reaktivnich forem kysliku,
které jsou tvoteny jako vedlejsi produkt latkové vymeny, okysliCovani, schopnosti organismu
odbouravat a detoxikovat reaktivni meziprodukty. Za idedlnich podminek je télo schopno
neutralizovat ucinky volnych radikald (Ondrus, 2007; Pasquini et al, 2010;
Russo et Bracarense, 2016).

Rhabdomyolyza je dilezitym pojmem. Pfi vysoké a intenzivni zatézi velmi cCasto
dochazi ke tkanovym zranénim a postiZzeni organti, a praveé divodem téchto vzniklych potizi je
rhabdomyolyza, jez je zpusobena oxidativnim stresem. K postiZzenim a zranénim dochazi kvuli
pusobeni agresivnich oxida¢nich latek, jez se vytvareji béhem aerobniho energetického
metabolismu. Oxidaéni latky jsou vytvareny mimo jiné i V jatrech, a to z divodu zvySeni VO2
pfi aerobni svalové praci, je Stim mimo jiné spojeno i zvySeni produkce reaktivnich forem
kysliku (ROS) (Novotny, 2016). Oxidacnimi latkami nejsou poSkozeny jen proteiny a lipidy,
ale taka samotna DNA (deoxyribonukleova kyselina) v bunéénych jadrech, tedy samotny
geneticky kod (Russo et Bracarense, 2016).

Produkce ROS se scasem hromadi ajeji nasledky je mozné spojovat
S charakteristickymi degenerativnimi zménami fyziologickych systémii. Mimo jiné vedou
I chronickym onemocnénim srdce, ale i dalSich organti, neurodegenerativnim onemocnénim,
jakym jsou naptiklad Alzheimerova a Parkinsonova choroba, ale také pfispivaji K vyskytu
rakoviny (Alessio et Hagerman, 2006).

U pst vedlo objeveni existence oxida¢niho stresu k vyzkumu optimalniho tréninkového
planu, kdy bylo zjisténo, Ze k lepsi regeneraci organismu dochazi po delsi fyzické aktivité oproti

pomalé regeneraci po kratkém tréninku (Pasquini et al., 2010).
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3.5 Laboratorni diagnostika hladiny kortizolu a sledovani dalSich markeru

stresu

Hladina kortizolu je méfena a pouzivana pro zjisténi fyziologickych reakci organismu
na dlouhodobou ¢i kratkodobou stresovou zatéz (Heimbiirge et al., 2019). v laboratorni
diagnostice se pouziva hned nékolik metod pro stanoveni hladiny kortizolu. Jedna se 0 odbér
téchto biologickych materialt séra, plazmy, moci, vykalt, srsti aslin. Kortizol v krvi
se vyskytuje ve dvou forméach v biologicky neaktivni form¢, vazan na transkortin anebo volné
se pohybujici, nevazany, biologicky aktivni. Prvni forma se vyskytuje v 92 % a druha vyse
zminéna forma v 8% zastoupeni (Ledvina et al., 2009).

Pii ziskavani biologického materidlu pro stanoveni hladiny kortizolu je uzivano mnoho
metod, avSak U zvitat je sbér velmi naro¢ny. Proto je Casto volena mén¢ invazivni metoda, které
je schopné zvite si pfivyknout a nezpusobuje tak dalsi stres (Draschel et Granger, 2009).
U zvitat je Vv soucasnosti nejvice vyuzivana metoda méfeni kortikosteroidl, jako biomarkeru
stresu (Sheriff et al., 2011). u pst je hojné vyuzivana metoda salivarniho odbé&ru, psi je vétSinou
velmi dobfe tolerovana i bez predchozi zkusenosti, navic je technicky velmi snadna. Odebirany
vzorek nesmi byt kontaminovan krvi, jelikoZ by krev mohla ovlivnit vysledky (Draschel
et Granger, 2009).

Odbér vzorku slin je nejcastéji provadén bavinénym tamponkem, ktery je vlozen psu
do tlamy (licnich lalok). Sliny jsou nasledné extrahovany ve stiikacce. Extrahovani probiha
nasledujicim zptisobem, odbérovy bavinény tampon je vlozen do stiikacky, kde je zmacknut.
Pro odbér jsou ale velmi ¢asto pouzivany specialni 5 ml zkumavky znacky Salivette, U kterych
je soucasti komora s otvorem asliny jsou izolovany centrifugaci z odbérového tamponu.
Jednotlivé studie se ¢asto 1isi v dobé centrifugace (10-20 min), ale také v poctu otacek 3000—
3500), tyto parametry maji vSak velky vliv na vysledné hodnoty. Aby bylo mozné vysledky
jednotlivych studii porovnavat je nutné proces centrifugace standardizovat a pouzivat
pro publikaci vysledkl stejnych jednotek (Clow et al., 2010). Jestlize neni méteni vzorka
provedeno ihned po odbéru je nutné salivarni vzorky zamrazit. Mrazem je zabranéno zméné
ve slozeni, a navic jsou sliny méné vazké, toto se déje diky rozpadu mukopolysacharidi, tedy
mucinu (Stalder et al., 2016).

Koncentrace kortizolu v télnich tekutinach, krvi, mo¢i a slinach, se U psu zvySuje
vyrazné 15-30 minut po ptsobeni stresoru, jez je dikaz zvysené aktivity HPA osy (Hekman

etal., 2014).
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Jednou z dalsich moznosti, kterou lze pouzit pro diagnostiku stresu, je sledovani télesné
teploty zvifat po celém povrchu téla. Bylo totiz prokdzano, ze teplota organismu se béhem
akutniho stresu zvySuje a nésledné po skonceni piisobeni stresoru velmi rychle klesa zpét
na svou bazalni hodnotu. Diky tomuto poznatku je tedy mozné stres U savci sledovat pomoci
infracervené termografie, tedy technologie IRT. i pfes fakt neinvazivnosti této metody byl
pii pokusech u pst odhalen zna¢ny diskomfort béhem méteni termokamerou, ta musi byt celou
dobu natoc¢ena ¢elem K jedinci a ti vykazovali mnoho konejsivych signald, jako je naptiklad

odvraceni tvare smérem od kamery ¢i olizovani se (Travain et al., 2015).
3.5.1 Salivarni vzorky

Salivarni vzorky se ukazaly jako vhodné pro zjisténi, jak moc jsou zvifata stresovana,
jelikoz zrcadli koncentraci volnych glukokortikoidll v krvi (Oyama et al., 2014). Svobodova
et al. (2014) ve své studii uvadi, ze salivarni kortizol je vybornym neinvazivnim markerem
chronického i akutniho stresu. ve slinach se nachazi pouze 7-12 % volného kortizolu, ktery je
z krevniho tecisté (Sheriff et al., 2011). Hodnoty naméfeného salivarniho kortizolu se mohou
lisit od téch namétfenych z plazmy, jelikoz zhruba 30 % volného kortizolu je ve slindch
pfeménéno na kortizon. Hladina kortizolu v slinnych vzorcich mutze byt také ovlivnéna
riznymi léky, nemocemi a dal§imi faktory (Hellhammer et al. 2009).

Dle Cobb et al. (2016) nebyly nalezeny ani prokazany vyrazné rozdily mezi
jednotlivymi plemeny, barvou, hmotnosti a vyskou psa.

Psa je mozné samotnému odbéru pfivyknout, pokud bude trénink simulace odbéru
probihat alesponl tyden pfed samotnym odbérem (Sherman et al., 2015). Pro zvySeni salivace
U pst je mozné pouzit riznych stimulantt. Jako ptiklady lze uvést pamlisky (zrakoveé ¢i Cichoveé
identifikovatelné), kyselinu citronovou ¢i octovou (Cobb et al., 2016). Doporuceni, které uvadi
Colussi (2018) je, aby pes alespoit 20 minut pfed samotnym odbérem nedostal zradlo ani piti.

Pro samotné méteni glukokortikoidi ve slindch, tedy jejich koncentrace, je vyuzivano
mnoho metod. Jako pfiklad 1ze uvést radioimunotest (RIA) ¢i enzymovy imunotest (EIA). Obé
metody jsou imunologickymi metodami, velmi vnimavymi a jejich principem je soupefeni mezi
antigenem (ten je méfen, kortizol) a formou antigenu, jez je oznacena. Antigeny samotné je
mozné oznacit enzymy (EIA) a radioizotopy (RIA) (Johnston et al., 1978). Pro analyzu slinného
kortizolu u psti byva nejcastéji uzita metoda EIA. v riznych studiich byvaji pouzity ruzné
jednotky, které jsou pro méfeni kortizolu pouzivany, nejéastéji se uziva jednotek — nmol/I,

ng/ml ¢i pg/dl (Clow et al., 2010).
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3.6 Sliny

Sliny jsou ¢ira, vazka a pénici tekutina, ktera je produkovana slinnymi Zlazami dutiny
ustni. Obsahem je voda, enzymy a mineralni latky (Carpenter, 2013).

Jsou dulezitou tekutinou v dutiné Gstni, protoze omyvaji zuby a zvlh¢uji meékké tkané
a piipadn¢ potravu. pH slin a obsah minerala vapniku (Ca), fosforu (P), sodiku (Na) a drasliku
(K) je dulezité pii procesu mineralizace a demineralizace zubl a pii tvorbé zubniho kamene
(Lavy et al, 2012).

Jsou nezbytnou soucasti t¢él zivocichi, jelikoz jsou vyznamné pro spravnou funkci
dutiny Ustni, jicnu a Zaludku (Trojan, 2003). Sliny zastavaji mnoho dtleZitych funkci, usnadiiuji
polykani, udrzuji vlhkost dutiny Ustni a slouZzi jako rozpoustédlo pro molekuly, které stimuluji
chutové poharky, také napomahaji pifi zvukovém projevu, usnadnuji pohyb rti a jazyku
a udrzuji zuby Cisté (Ganong, 1995). Sliny také mohou ptsobit antibakterialng, proto U jedinct
s poruchou tvorby slin, se mohou vyskytovat kazy zubu (Lavy et al, 2012).

Sliny upsa maji nezbytnou funkci pifi termoregulaci, pii tzv. evaporativnim
ochlazovani. Pes muze sliny vyluovat az 10x rychleji nez ¢lovek, pokud je to nezbytné nutné.
Vypatfovanim slin z povrchu jazyka asliznice dutiny ustni tak dochazi K ochlazovani psa,

podobné jako u ¢lovéka vypafovanim potu z povrchu kiize téla (Narac et al, 2006).
3.6.1 Sekrece slin a jeji Fizeni

Sekrece slin je stala, avSak se miiZze ménit vV zavislosti na situaci, ve které se pes nachazi
¢i hydrataci jeho organismu. Bazalni neboli stala, sekrece slin se pohybuje okolo 0,5ml/min,
muze, vSak vyrazné stoupnou -> vyvolana sekrece maximalné 4-7 ml/min. Béhem spanku se
mize sekrece slin snizit az na jen 0,1ml/min (Trojan, 2003).

Zvysend produkce slin je zpisobena stimulaci centra pro tvorbu slin v prodlouZené mise
a také mechanickym drazdénim receptort Vv dutin€ ustni (Reece, 2011). Podnéty pro sekreci
mohou byt zrakové, Cichové, ale i abstraktni — hovor 0 odméné (Trojan, 2003).

Sliny jsou sekretem velkych slinnych zlaz, konkrétné tii — piiusni, podcelistni
a podjazykové a mnozstvim zldzek drobnych, které¢ jsou rozmisténé po celé dutiné ustni
(Trojan, 2003). Podjazykové zlazy a piidruzené drobné zlazky produkuji sliny vazké, jsou
bohaté na mucin a jsou oznadovéany jako mucindzni. Zlazy ptiusni produkuji naopak fidky
sekret s vyssim obsahem o-amylazy. a posledni parové zlazy v dutin€ Ustni, podcelistni, jsou

smiSené — seromuciozni (Kittnar, 2011).
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Béhem stresovych situaci dochazi k omezeni sekrece ze slinnych zlaz, diky ¢emuz
dochazi k suchu v ustech. Nizsi produkce slin klesa také, kdyz vysycha v ustech a hltanu, je
mozné spojit S pocitem zizn¢ a dehydrataci (Carpenter, 2013).

Sekrece slin je fizena vyhradné nervovym systémem, konkrétné vegetativnim, tedy
sympatikem a parasympatikem, ktery sekreci ovlada vyrazn¢ vice. Stimulaci parasympatiku je
docileno vazodilatace zlaz a tim i vyssi produkci slin. Naopak stimulaci sympatiku je vyvolana
vazokonstrikce a s tim souvisejici nizsi sekrece slinnych Zlaz, zejména ze submandibularni,

tedy podcelistni, zlazy (Kittnar, 2011; Ganong, 1995).
3.6.2 SlozZeni slin

Sliny u psti jsou nezbytné predevsim pro zvlhcovani soust potravy. Objem slin vylou¢eny
psem béhem jednoho dne, tedy 24 h, se pohybuje mezi 0,1 — 015 I, pH slin u psa se nachazi
v rozmezi 7,34 — 7,8 (Hegewald et Kawich, 1996). Oproti tomu ¢lovék denné¢ vyprodukuje asi
1,5 -2 I slin (Kittnar, 2011).

Sekrece slin se zvySuje ve chvili, kdy pes vidi potravu, poptipad¢ se da sekrece vyvolat
i podminénym reflexem, tedy napiiklad slovem ,,dobrota®, po kterém nasleduje odménéni psa
pamlskem (Hegewald et Kawich, 1996).

Sliny dle Kittnara (2011) a Trojana (2003) obsahuji cca 90,4% vody, organické (mucin,
a-amylazu, lyzozym, imunoglobulin A, jazykova lipaza) a anorganické latky (H20, HCOgs, I,
K*, CI, Na*, Ca®", fosfaty, mala mnozstvi dal§ich latek). Mucin je velmi vyznamnou latkou
ve slindch, diky kterému je sousto kluzké a tim je velmi usnadnéné polykani a také zvykaci
pohyby.

V lumindlni oblasti bun¢k acinli jsou umisténa sekrecni granula (zymogeny), ktera
obsahuji dva tradvici enzymy. Prvnim je a-amyldza adruhym je jazykova lipaza.
Imunoglubuliny aslouzi k ochrané pted infekci, bakteriemi aviry, lysozym, naruSuje
bakteridlni sténu a laktoferrin vdze Zelezo a ma bakteriostaticky ucinek (Ganong, 1995).
a-amylaza zpisobuje traveni sacharidll v dutin€ Gstni, avSak U psa, tedy v jeho slinach, neni
pfitomna (Carpenter, 2013).

Bé&hem bazalni sekrece slin pfevazuje V obsahu draslik a fosfor. na samotné stimulaci
slin se podileji dva mechanismy — sekrecni a filtracni.

a) Sekre¢ni mechanismus, ktery vede K postupnému snizovani obsahu bilkovin,
fosforu, a nakonec také drasliku, slozeni slin je tedy obdobné jako slozeni krevni
plasmy, tento mechanismus se uplatiuje, pokud je podmét delsi nez 20-40 minut

a je unavitelny
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b) Filtra¢ni mechanismus, ktery vyuziva zvySeného prokrveni zlaz a neni

unavitelnym (Kittnar, 2011; Trojan, 2003)

3.6.3 Tvorbaslin

Slinné Zlazy jsou tvofeny aciny, na které navazuje systém vyvodu. V téchto acinech se
tvoii primarni slina, ktera je poté upravovana ve slinnych vyvodech a do dutiny ustni se jiz

dostava jako slina sekundarni (Kittnar, 2011).
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4 Metodika

Kapitola ,,Metodika“ je rozdélena do dvou podkapitol. v prvni, je popsan samotny
experiment, ktery byl proveden, zvifata, kterym byly odebirany vzorky slin, prostiedi,
ve kterém probihaly simulované patraci akce ataké technické zatizeni pouzité pifi studii.
ve druhé podkapitole je uvedeno, jak probihal samotny odbér vzorkd ajeho nasledné

vyhodnoceni Vv laboratofi a jeho statisticka analyza.

4.1 Material

4.1.1 Experiment

Data byla ziskana béhem simulovanych patracich akei Vv terénu, které byly soucasti
projektu ,,Vyuziti vyspélych technologii a ¢ichovych schopnosti pst pro zvySeni efektivity
vyhledavani pohfeSovanych osob Vv terénu.* Tento projekt byl financovan z grantu Ministerstva
vnitra Ceské republiky mezi lety 2017 az 2020 a mél piidéleno &islo V12017202008. Viechna
terénni cviceni probihala za spoluprace Policie CR, Horské sluzby CR a Svazu zachrannych
brigad kynologii CR. Jednotlivé vzorky byly psim odbirany bdhem &tyfech simulovanych
terénnich cvi¢eni (Zihle, Nové Mésto, Hamry a Pousté). Simulovaného cvieni se u¢astnilo 21
patracich tymu, které jsou soucasti jednotlivych patracich slozek piislusnych organi. Tym byl
vzdy slozen z psovoda a jeho vycvi¢eného psa. Cilem terénnich cviceni bylo nalezeni figuranta
Vv ur¢ené oblasti. Prohledavané tizemi bylo rozdéleno na mensi useky s 0-3 figuranty, kteti byli
psy vyhledavani. Psovod pfedem nevédél, kolik figurantli se natizemi nachazi. Jednotlivé
oblasti, kde tymy patraly, byly rozdéleny mezi psovody nahodng, jejich rozloha byla 20-30
hektarti. Doba, po kterou tymy vyhledavaly, se pohybovala v rozmezi 1,5 — 3 hodiny. Doba se
odvijela, dle narocnosti, Vjakém terénu se dvojice pohybovala. Nalezeni figuranta

(pohieSované osoby) ohlasoval pes Stékotem.

+0dbér slin 1. (b1) «Odbér slin 111, (b2)

L Lo 3 ¢ Odbér slin V. (b3)
e Patrani . e Patrani Il. . Ptrani Il
*0dbér slin 1. (i1) « Odbér slin IV. (i2) ORI VIL (F
Odbeér slin VI. (i3
¢ Odpocinek I. ¢ Odpocinek II. etapa (i)

Obrazek 5 — Osa simulovanych patracich akci
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Dny, béhem kterych probihalo patrani byly rozdéleny na 3 testovaci obdobi (etapy),
béhem kterych vzdy probéhlo patrani, odpocinek psa ipsovoda asbér dat. Jestlize tym
Data pro analyzu cirkadidlniho stfidani koncentrace hormonu kortizolu byla ziskana

behem dne, kdy psi byli v domécim prostfedi a nebyli vystaveni pracovni zatézi.
4.1.2 Zvirata

Figuranti simulujici pohfeSované osoby byli plosné vyhledavani 21 vycvi¢enymi psy,
u kterych byly méfeny hodnoty slinného kortizolu. Z celkového poctu 21 psu bylo do patrani
zafazeno 16 pst a 5 fen, jejich vék se pohyboval mezi 3-10 lety. Skéla zastoupenych plemen
zahrnovala 11 némeckych ovcaku (NO), 2 belgické ovéaky malinios (BOM), dale pak jednoho
australského ovcaka (AUQO), hovawarta (HWT), labradorského retrivra (LR), border kolii
(BOC), gordonsetra (GS), chesapeake bay retrivra (CBR) a2 ktizence. Pocet testovanych
patracich psu byl 21, avSak 2 tymy se zc€astnily patrani na dvou mistech a tim padem celkovy
pocet testovanych zvirat byl 23 (n=23).

Vsechna testovand zvifata byla klinicky zdrava, netrpéla paradontézou ani jinou
chorobou zptlsobujici ptipadné krvaceni v dutiné ustni, které by mohlo ovlivnit vysledky
testovani. Psi byli zpisobili chovanim Kk odbéru vzorku pro méfeni salivarniho kortizolu. Pred

samotnymi odbéry slin byli psi navykani tréninkem 3 dny pfedem.
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4.1.3 Technické zarizeni

Pro odbér slin byly pouzity specilni zkumavky Salivette® Cortisol (Sarstedt,
Némecko). Soucasti sady jsou dvé zkumavky V sobé, kdy do vnitini, mensi zkumavky, se
vklada tampon nasakly slinami psa. Vnitini zkumavka ma otvor, kterym sliny odchéazeji béhem
centrifugace do vngjsi (vEétsi) zkumavky. z vnéjsi zkumavky je vzorek slin extrahovan a pouzit

pro dalsi analyzu.

.

f) sansreor

OMILIOD) oI eAwg

Obrazek 6 — Odbérova zkumavka Salivette® Cortisol

Dostupné z <https://www.medplus.cz/zkumavka-salivette-cortisol-odber-slin-100-ks/>

Pro analyzu hladiny koncentrace slinného kortizolu byl pouzit komeréni kit Salivary
Cortisol ELISA SLV-2930 (DRG Instruments, Némecko).
Pro ur€eni vysledné koncentrace slinného kortizolu bylo uzito spektrofotometru

BioTek™ EIx800™ Absorbance Plate Reader (Boston Industries, USA).
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Obrazek 7 — Komer¢ni kit Salivary Cortisol ELISA SLV-2930
Dostupné z: < https://store.drg-
international.com/pc_product_detail.asp?key=2EAFBB068F3341EF8772F433DA7255B4>

Obrizek 8 — Ctetka mikrotitraénich desti¢ek BioTekTM EIx800TM

Dostupné z: <https://www.bdl.cz/laboratorni-pristroje-3k/opticke-pristroje-a-mikroskopy-

20k/ctecky-a-promyvacky-mikrotitracnich-desticek-137k/ctecka-mikrodesticek-elx808-1944p>
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4.1.4 Prirodni podminky

Prohledavani terént se odehravalo v blizkém okoli mést — Nové Mésto na Moravé (kraj
Vyso¢ina), Pousté (Stiedo¢esky kraj), Hamry (Pardubicky kraj) a Zihle (Plzetisky kraj).
Prohledéavané oblasti byly riiznorodé a zahrnovaly husté lesy, mytiny, cesty, skdly a razné

zvinéné terény. Primérna rozloha kazdého prohleddvaného useku byla 20 az 30 hektart.

Obrazek 9 — Mésta, kde se uskutecnily simulované patraci akce.

Fialova — Zihle, zelena — Pousté, zlutd — Hamry, Cervend — Nové mésto na Moravé.

Mapa dostupna z: https://physics.mff.cuni.cz/kchfo/MIB17/travel.html

4.2 Metodika experimentu

4.2.1 Odbér biologického materialu

Pro sledovani cirkadidlnich zmén v koncentraci salivarniho kortizolu byly vzorky slin
odebirany ve dvouhodinovych intervalech v prabéhu 24 hodin, konkrétné v ¢ase 2.00, 4.00,
6.00, 8.00, 10.00, 12.00, 14.00, 16.00, 18.00, 20.00, 22.00, 24.00.

Béhem patracich akci (fyzické zatéze) byl odbér slin proveden 6x u kazdého
testovaného jedince. Patraci den byl rozdélen do tii etap, jak bylo popsano vyse. Méteni
probihalo pfed prvnim patranim (bl), po prvnim patrani v oblasti (il), pfed druhym patranim,
po odpocinku (b2) a po druhém patrani v oblasti (i2), pted tietim patranim, po odpocinku (b3)

a po poslednim tietim patrani v oblasti (i3).
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Patrani I. Patranf Il Patrani 1.

MéFeni Mé&feni  Méfeni Méfeni  Mé&Feni Méreni
pfed po pfed po pied po
| patranim patrdni  patranim patrani  patranim patréni
I . I, 1. . . |

7h 19-20h

I Zatatek patrani Konec patrani | .
Obriazek 10 — Casova osa sbéru vzorkt béhem patracich akei

Pro zvySeni salivace bylo psum pied odbérem dano ¢ichnout K pamlskiim. Odbér slin
Z dutiny ustni byl proveden tamponem, ktery byl pinzetou umistén do obou licnich vaki, kde
byl ponechan, aby se dostatecné nasakl slinami. Po vyjmuti tamponu z tlamy psa byl nasledné
umistén do odbérové zkumavky, ktera byla popsana piislusnym identifikacnim c¢islem psa

a dobou odbéru a nasledné zamraZena v hlubokomrazicim boxu na teplotu -80°C.
4.2.2 Stanoveni koncentrace slinného kortizolu ve vzorcich

Ke stanoveni koncentrace salivarniho kortizolu v odebranych vzorcich byla pouZita
imunologicka metoda ELISA. Princip metody spociva V detekci piitomnosti kortizolu
ve slinach pomoci protilatek a enzymu. Slinny kortizol reagoval s protilatkami, které jsou pro
néj specifické a vytvaii se tak komplex hormon-protilatka. Pokud byl kortizol piitomen
Vv testovaném vzorku, dochazelo k vazbé smési na povrchové antigenni misto mikrotitra¢ni
jamky. Nasledné byla mikrotitraéni desti¢ka nékolikrat promyta, aby se odstranily nepfilnavé
molekuly a byl pfidan enzym kienova peroxidaza, ktera se navazala na protilatku a vytvofrila
enzymatickou reakci s pfidanim substratu. Tato reakce vytvarela detekovatelny signal, obvykle
barevnou zménu, ktera je pfimo imérna mnozstvi kortizolu v piivodnim vzorku slin. Signal byl

méfen pomoci spektrofotometru, posuzovala se absorpce vzorku anasledné byla zjisténa
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koncentrace kortizolu ve vzorcich slin pomoci pomoci kiivky absorbance koncentrace znamych
standardi — S1 0,1 ng/ml, S2 0,5 ng/ml, S3 1,5 ng/ml, S4 4 ng/ml, S5 10 ng/ml a S6 30 ng/ml.

Komer¢ni kit Salivary Cortisol ELISA SLV-2930, ktery byl uzit, obsahuje vSechny
potfebné reagencie, vCetné mikrotitraCnich desti¢ek, kalibracnich standardi, kontrolnich
vzorkll, enzymového konjugétu, substratu, stopovaciho roztoku enzymatické reakce a myciho
roztoku.

Odebrané vzorky slin byly zamraZzeny a pfed analyzami rozmrazeny a odstfedény po
dobu 15 minut pfi 3000 x g. Diky pfedchozim krokum procesu vznikl bezbarvy supernatant,
ktery byl ptipraven K pipetovani. Pokud byl vzorek zabarven krvi nebylo mozné provést jeho
analyzu.

Pro analyzy je nezbytné, aby vSechny soucasti detek¢niho kitu mély pokojovou teplotu,
pro kazdy vzorek byla pouZzita nova Spicka pipety z divodu mozné kontaminace predchozim
vzorkem. Samotna imunologické reakce nesmi byt prerusovana.

Imunologicky test byl realizovan pfesné¢ podle popisu V pfiloZzeném manudlu.
Mikrotitra¢ni desticky byly upevnény do drzaku a do kazdé jamky bylo ptidano 100 ul vzorku,
popiipadé standardniho roztoku. Nasledné bylo do jamek napipetovano 200 pl enzymového
konjugatu, poté byl kazdy vzorek peclivé promichan a inkubovan pii pokojové teploté 60
minut. Nasledovalo vytiepani obsahu jamek na tiepacce a proplachnuti promyvacim roztokem,
fedénym destilovanou vodou. Pro zamezeni zkresleni testu musi byt z jamek odstranén vSechen

zbytkovy materidl pomoci savého papiru.
4.2.3 Statistické zpracovani dat

Ke statistickému zpracovani dat by pouzit program STATISTICA, verze 12.

Pro popisné statistické parametry byl pouZit primér, medidn, smérodatnd odchylka,
maximalni a minimalni hodnota a varia¢ni koeficient. Vliv ¢innosti/pauzy byl v této praci
stanovovan pomoci smiSené¢ho linedrniho modelu procedurou Proc Mixed. Misto, kde pachové

prace probihaly bylo akceptovano jako nahodny faktor.
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5 Vysledky

U 8 psii, z 21 testovanych, byla méfena koncentrace salivarniho kortizolu béhem dne.
Hladina salivarniho kortizolu byla sledovana ve dvouhodinovych intervalech po dobu 24 hodin
s pocatkem v 6:00 hodin rano. v tabulce 1 jsou uvedeny popisné statistické parametry pro
koncentraci kortizolu béhem 24-hodinové periody naméfené U zvifat v domacim prostiedi bez
fyzické zatéze. z namétenych hodnot je patrné, ze primérna hladina kortizolu v ramci dne byla
0,89 ng/ml. v grafech 1 a 2 jsou znazornény rozdily v koncentraci slinného kortizolu fen (Graf
1) a psi (Graf 2) béhem 24-hodinového intervalu.

Vysledky potvrdily hypotézu 1, Zze U pst dochdzi ke stfidani koncentrace kortizolu
Vv pribehu dne. Nejvyssi hodnoty slinného kortizolu byly u psi naméteny v 8,00 hodin rano,
podobné jako u lidi byl u pst popsan tzv. awakening efekt v rannich hodinach, nasledné doslo
K postupnému poklesu koncentrace hormonu, pficemz v 16,00 hodin byl patrny mirny nartst

v koncentraci slinného kortizolu, ktery vSak uz nebyl statisticky vyznamny.

Tabulka 1: Popisné statistické parametry pro koncentraci kortizolu béhem 24-hodinového

sledovani

Median | Pramér SITSATGETATES Minimum | Maximum Var_la_c -

odchylka koeficient

Celkové 0,47 0,89 0,79 0,2 3,71 0,88

Hladina kortizolu psi béhem dne v klidu u jednotlivych fen

3
2,5
2
15
1
0,5
0

2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 22.00 00.00

Tereza Extra Doris ——Roxy

Graf 1: Hladina kortizolu fen v prib&hu dne
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Hladina kortizolu pst béhem dne v klidu u jednotlivych psta

2,5

15

0,5

2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 22.00 00.00

Acanero ——Sam —— Spike Argo

Graf 2: Hladina kortizolu pst v prabéhu dne

V tabulce 2 jsou uvedeny popisné statistické parametry pro hladinu kortizolu pied a po
fyzické zatézi béhem patraci akce. v tabulce 3 jsou shrnuty popisné statistické parametry pro
hladinu Kkortizolu v jednotlivych situacich béhem patracich akci. Statistické Setfeni prokazalo
vyznamny vliv fyzické zatéZe na hladinu slinného kortizolu. Z namétenych dat zaznamenanych
v tabulce 3 je patrné, Ze primérna hodnota slinného kortizolu pted zatézi (bl, b2, b3)
nepiesahuje 1 ng/ml. Oproti tomu po zatéZoveé hodnoty slinného kortizolu (i1, 12, 13) prokazuji
vy$$i hladinu, ktera v primérnych hodnotach jednotlivych situaci neklesa pod 1 ng/ml. Graf 3
ukazuje primérnou koncentraci kortizolu béhem jednotlivych etap patraci akce.

Z vysledki je evidentni, ze fyzicka a psychicka zatéz ovliviiuji zmény v koncentraci

slinného kortizolu psti béhem patraci akce, hypotéza 2 byla timto experimentem potvrzena.

Tabulka 2: Popisné statistické parametry pro hladinu kortizolu pied a po zatézi v ng/ml

. s 0w Smérodatna e . Variacéni
n Median Pramér odchylka Minimum | Maximum koeficient
Pred
zatézi
(b1, b2, 58 0,655 0,74927586 | 0,65715532 0,02 3,286 0,8770539
b3)
Po
zatézi
(i1, i2, 57 0,66 1,13052632 | 1,40720263 0,03 8,25 1,2447323
i3)
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Tabulka 3: Popisné statistické parametry pro hladinu kortizolu v jednotlivych situacich

n | Medign | Pramer | S™Eredatma |y iim | Maximum | Y2riacni
odchylka koeficient
Pred
zatézi 18 0,73 0,78 0,64 0,02 1,8 0,82
(b1)
Po
zatézi 23 0,58 1,06 1,19 0,03 457 1,13
(i1)
Pred
zatézi 21 0,47 0,56 0,5 0,02 1,89 0,9
(b2)
Po
zatézi 20 0,88 1,03 0,63 0,13 2,36 0,61
(i2)
Pred
zatézi 20 0,79 0,93 0,79 0,02 3,29 0,85
(b3)
Po
zatézi 16 0,56 1,37 2,2 0,04 8,25 1,61
(i3)
Prtiimérna hladina kortizolu v jednotlivych situacich
2
15
E
g
5 1
S
05
0
b1 i1 b2 i2 b3 i3

Situace

® Pramér hladiny kortizolu v dané situaci

Graf 3: Praimérna hladina kortizolu Vv jednotlivych situacich

Graf 3 ukazuje hladiny slinného kortizolu Vv jednotlivych situacich, kdy hodnota b1 je
mirn¢ vyssi nez hodnota b2, toto ukazuje na stres zvitete pied zacatkem prace, napiiklad
z nového prostfedi. Hodnota il je zhruba stejné vysoka jako i2 a ukazuje na stres béhem

pracovniho nasazeni zvitete. Hodnota b3 je pak z pted zatéZovych hodnot nejvyssi, stejné tak

29



jako hodnota i3. Tyto hodnoty vypovidaji 0 pfichazejici inavé a mohou byt spojené s fyzickym
I psychickym vycerpanim jedince.

V tabulkach 4-6 jsou shrnuty vysledky tykajici se méteni koncentrace slinného kortizolu
u fen a pst po zatézi.

Statistickym Setfenim u psi (tabulka 4) byla zjisténa pted zatézi primérna hodnota 0,76

ng/ml, po zatézi byla primérnd hodnota upst 1,21 ng/ml. ufen (tabulka 5) bylo dojito

statisticky Setfenim kK primérnym hodnotam pted zatézi 0,72ng/ml a po zatézi 0,85 ng/ml.

Tabulka 4: Popisné statistické parametry pro hladinu kortizolu pied a po zatézi u psa

PES n Median | Pramér 2l Minimum | Maximum Var.la.c n
odchylka koeficient
Pred
zatézi
(b1, b2, 45 0,64 0,76 0,72 0,02 3,29 0,96
b3)
Po zatézi
(i1, i2, 45 0,67 1,21 1,57 0,03 8,25 1,29
i3)
Tabulka 5: Popisné statistické parametry pro hladinu kortizolu pfed a po zatézi u fen
FENA | n | Medidn | Pramer | SEr0datnd | ypiim | Maximum | Y2riacni
odchylka koeficient
pired
zatézi
(b1, b2, 13 0,77 0,72 0,35 0,02 1,31 0,49
b3)
po zatézi
(i1, i2, 12 0,6 0,85 0,69 0,04 2,23 0,82
i3)

Tabulka 6: Primérna hladina kortizolu v jednotlivych situacich u pst a fen

b1l il b2 i2 b3 i3
Pes 0,81 1,17 0,53 0,94 0,98 1,62
Fena 0,69 0,66 0,69 1,32 0,78 0,37

V tabulce 6 jsou primérné hodnoty slinného kortizolu V jednotlivych situacich.

z tabulky 6 je mozné vy¢ist, ze feny byly Vv situacich bl, il, b3 a i3 mén¢ stresovany.
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Graf 4: Praimérna hladina kortizolu v jednotlivych situacich pes x fena

Vgrafu 5 jsou vyobrazeny spojnicovym grafem hodnoty slinného kortizolu
Vv jednotlivych situacich (b1, 11, b2, 12, b3 a 13). Statistické analyza ukézala, ze hodnoty slinného
kortizolu jsou v situacich pied zatézi (bl, b2, b3) podobné a jsou blizko sebe, na rozdil od
hodnot po zatézi (il, i2, 13), které jsou odlisné.

Rovnéz hypotéza 3 byla potvrzena, hladina salivarniho kortizolu béhem zatéze je

spojena s pohlavim.
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6 Diskuse

Cilem diplomové prace bylo zjistit, zda se koncentrace hormonu kortizolu méni béhem
dne upsu V cirkadialnim rytmu, zhodnotit hladiny salivarniho kortizolu u psi V prab&hu
pracovni zatéze béhem patraci akce a 1ze jej vyuzit jako ukazatel stresu u pst pii zatéZzi a zjistit,
zda hormon vykazuje zmény v koncentraci v zavislosti na pohlavi.

Nase experimenty potvrdily, ze Upst dochazi Vvklidovém rezimu ke stfidani
koncentrace kortizolu béhem 24hodinového intervalu sledovani ataké byl potvrzen tzv.
awakening effect kolem osmé hodiny ranni, kdy u pst prudce roste koncentrace kortizolu
ve slinach. Vysledky naseho méfeni se shoduji s vysledky studie n¢kolika autort (Beerda et al.,
1996; Colussi et al., 2018; Takahashi et al., 1981). Cirkadialni rytmus je synchronizovan
hodinami svétla v mozku a odrazi spankové charakteristiky daného druhu (Kemppainen and
Sartin, 1984). Naproti tomu fada autort cirkadilni stéidani hladin tohoto hormonu u pst popira
(Groschl, 2008; Dreschel and Granger, 2005; Cobb et al., 2016). ve védeckém tisku byly také
publikovany vysledky, podle kterych koncentrace slinného kortizolu pst, kteti nejsou
ve vycviku vykazuji cirkadialni rytmus, zatimco pracujici psi tento trend nevykazuji (Fratkin et
al., 2013). z nasich vysledku plyne, ze pokud maji byt data ve studiich porovnavana, je tieba
vzorky odebirat ve stejném Case. Nékteré zvefejnéné Studie obsahuji data z kontinualniho
méfeni kortizolu Vv €ase, V nékterych jsou uvedeny pouze vysledky jednoho meéfeni nebo
prumérné hodnoty z denniho méfeni kortizolu, coz znemoziuje srovnat individualni hodnoty
jednotlivych zvitat v riznych studiich.

Dale bylo prokazano, Ze se koncentrace salivarniho kortizolu méni v dasledku pracovni
zatéze, aze ke zménam Vv koncentraci hormonu béhem pachovych praci dochazi také
Vv zavislosti na pohlavi. Primérné hodnota koncentrace kortizolu pfi méteni po zatézi byla 1,13
ng/ml. k podobnym vysledkiim dospéli také Beerda et al. (1996), ktefi uvadéji, ze koncentrace
kortizolu po zatézi se U pstii pohybuje kolem hodnoty 1,89 ng/ml. Colussi et al. (2018) vypocetli
prumérnou hodnotu koncentrace salivarniho kortizolu u psi po zatézi 3 ng/ml. Glenk et al.
(2014) naméfili koncentrace hormonu 0 1 ng/ml vy$§i. Zadna z publikovanych studii se
netykala koncentrace kortizolu ve slinach psu pii zachrannych pracich. Pouze Wojtas et al.
(2020) porovnavali hodnoty salivarniho kortizolu, kdy vzorky byly odebirany béhem
sportovnich zkouSek zachrannych psi. Primérna hodnota koncentrace Kkortizolu se u pst
pohybovala kolem hodnoty 4,5 ng/ml. Stérbova et al. (2013) monitorovali primérnou
koncentraci hormonu kortizolu u policejnich psi béhem jejich vycviku a naméfili praimérné

hodnoty v rozmezi 2,49-10,04 ng/ml. Wernsdorfer et al. (2016) uvadeji, ze se primérna hodnota
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kortizolu u pstt béhem asisten¢nich aktivit pohybuje kolem hodnoty 3,35 ng/ml. Orlandi et al.
(2018) mefili primérné hodnoty kortizolu v rozmezi od 5,53 do 6,57 ng/ml u pst v béhem
soutéze zachrannych psii. Stefanini et al. (2020) zaznamenali, Ze U psti béhajici ve sprezeni pred
vykonem byla primérna hodnota kortizolu 1,7 ng/ml a po zatézi se v priméru zvysila na 5,8
ng/ml.

V nasi studii bylo rovnéz prokazano, ze se koncentrace hormonu kortizolu pii zatézi 1isi
mezi pohlavimi. Feny mohou vucéi stresorim vykazovat relativni HPA hyperaktivitu (Beerda et
al., 1997), takze je nezbytné ve vysledcich studii uvadét pohlavi sledovanych zvifat a také udaje
tykajici se jejich piipadné kastrace. Taylor a kol. (2000) se domnivaji, ze odlisné Géinky stresu
ve vazbé na pohlavi jsou zplusobeny androgen-inhibicnim a estrogen-stimulujicim vlivem
oxytocinu.

Ke stanoveni akutniho stresu psi mohou byt kromé& hormonu kortizolu pouzity také
dalsi ukazatele stresu, které hodnoti fyziologickou odpovéd téla na stresory a jsou podobné
jako kortizol vylucovany doslin. Chromatogranin a(CgA) je vylucovan spoleéné
s katecholaminy jako je adrenalin nebo noradrenalin béhem akutni stresové reakce. CgAje vice
stabilni, a tudiz vhodné&jsi pro pouziti jako ukazatel stresu (Conley et al, 2014; Ryan et al.,
2019). Také hormony katestatin (CST) a vasostatin (VS) mohou slouzit jako markery stresu.
Na rozdil od kortizolu nejsou ovlivnéné pohlavim, plemenem ani denni dobou (Srithunyarat et
al., 2017). Dalsim potencionalnim neinvazivnim stresovym markerem odrazejicim aktivaci
stresové drahy muze byt slinna alfa-amylaza (sAA). Contreras-Aquilar a kol. (2017) popsali
narist aktivity tohoto enzymu, i kdyz je znamo, Ze sliny pst obsahuji fyziologicky jen velmi
mald mnozstvi SAA.

Kromé hormonti jsou vyznamnymi markery stresu behaviordlni pozorovani, ktera
mohou u pst zahrnovat nadmérné olizovani, skakani, kousani, Skrabani, vyhybani se kontaktu
s lidmi, tfepani a zvySenou citlivost na zvuky. Studie také ukazaly, Ze psi vystaveni stresoru
vykazuji vyrazné nizsi frekvenci ota¢eni usnich boltct a ocasu (Landsberg et al., 2003; Beerda
etal., 1998). Idealni pii monitoringu stresu je zkombinovat hormonalni a behavioralni markery,
ale je tieba brat v potaz, ze behavioralni stresové symptomy nejsou vzdy v pozitivnim vztahu s

produkci stresovych hormontl typu glukokortikoidii, mezi které patii také kortizol.
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[ Zavér

Kortizol ve slinach psi je moznym ukazatelem akutniho stresu pst pfi patracich akcich,
nicméné jeho vyuziti ma nékteré nevyhody, které mohou vést ke Spatné interpretaci
naméfenych dat. KliCovym aspektem je standardizovana metoda odbéru vzorku a jejich
zpracovani. Pti ptipravé schématu pokusu je tieba brat v potaz individualni rozdily mezi zviraty
avliv denni doby na koncentraci salivarniho kortizolu. Pouziti kortizolu jako stresového
ukazatele by mélo byt doplnéno sledovanim chovani, ale je tieba brat v potaz, ze behavioralni
stresové symptomy nejsou vzdy V pozitivnim vztahu S produkci stresovych hormona typu
glukokortikoidli, mezi které patii také kortizol. Komplexni povaha stresové odpovédi vyzaduje
doplnéni méteni kortizolu 0 dalsi stresové markery jako je chromatogranin A, catestatin, nebo

vasostatin ¢i slinna alfa amylaza.
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Samostatné prilohy

Ptiloha 1 - Seznam pouzitych zkratek a symbold

ACTH
ADH
ATP
CgA
CNS
DNA
EIA
FFS
GIT
HDL
HPA
IRT
LDL
RIA
RNA
SAA
SAM
STH

adrenokortikotropni hormon
antidiureticky hormon
adenosintrifosfat
Chromogranin A

centralni nervova soustava
deoxyribonukleova kyslina
enzymovy imunotest

flight and fight syndrom
gastro-intestinalni trakt
lipoprotein o vysoké hustoté
osa hypothlamo-hypofizarni
infraCervena termografie
lipoprotein 0 nizké hustoté
radioimunotest
ribonukleova kyselina
slinna alfa-amylaza

osa sympato-adreno-medularni

somatotropni hormon



Piiloha 2 - Tabulka — seznam ucastnikti patrani

Kortizol b Kortizol
Misto Pes Psovod Vék Pohlavi Plemeno Situace b Situace i
(ng/ml) i (ng/ml)
Pousteé Roxy Ciperova 9.7 fena GS bl - il 0,161
b2 - 12 1,77
b3 1,14 13 0,45
Pouste Sam Hlubocka 8,2 pes CBR bl 1,789 il 1,427
b2 1,176 12 0,377
b3 3,286 i3 1,51
Pousté Class Smejkal 5 pes NO bl 1,12 il 0,562
b2 0,089 2 0,783
b3 - 13 -
Zihle Spike Hubnerova 8,6 pes LR bl 0,04 11 0,59
b2 0,038 12 2,36
b3 0,95 13 0,22
Zihle Chaime Sudzina 3,1 pes NO bl - il 3,98




b2 0,76 i2 -
b3 - i3 5,09
Zihle Ergo Uher 4 pes NO bl 0.47 il 0,66
b2 0,38 i2 0,65
b3 1.2 i3 B
Zihle Bentley Simek 10 pes BOM bl 0,27 il 1,32
b2 0,09 i2 2,1
b3 - i3 8,25
Zihle Leosh Hrubesova 3 pes MIX bl - il 2,19
b2 0,65 i2 0,57
b3 0,02 i3 0,26
Nove Mésto Argo Godzman 5.8 pes NO bl - il 0,03
b2 0,47 i2 0,69
b3 0,49 i3 1,5




Nové Mésto Kilian Kuzel 4.7 pes NO bl 0,06 il 0,08
b2 0,17 i2 0,13
b3 1,44 i3 0,27
Nove Mésto Bart Mrazik 9 pes NO bl 0,02 il 0.2
b2 0,18 i2 -
b3 0,64 i3 0,22
Nove Mésto Greeny Stastny 5 pes NO bl 1,74 il 0,76
b2 0,02 12 0,32
b3 0,03 i3 0,56
Nové mésto Doris Kré 7.2 fena HWT bl 0,77 il 0,08
b2 0,02 i2 0,68
b3 0.46 13 0,04
Nove Mésto Leosh Hrubesova 3 pes MIX bl 0,06 il 0,47
b2 0,26 2 0,16
b3 0,69 i3 0,71




Nove Mésto Sam Hlubocka 8,2 pes CBR bl 0,26 il 4,57
b2 1,89 12 1,69
b3 0,03 13 0,18
Hamry Amar Prochazka 4.9 pes NO bl 1,59 il 1,33
b2 1,07 2 0,59
b3 0,99 13 -
Hamry Charlie Bazinkova 6.9 pes BOC bl 1,27 il -
b2 - 12 1,25
b3 1,54 i3 0,67
Hamry Orna Qpaldoﬁové 3 fena NO bl 0,39 il 0,55
b2 0,94 12 1,15
b3 0,39 i3 0.6
Hamry Vuk Kovar 5 pes NO bl 1.8 il 0,37
b2 0,66 12 -
b3 - i3 -




Hamry Extra Gabrisova 9.3 fena NO bl 0,68 il 0,28
b2 047 12 1,73
b3 1,12 i3 -

Hamry Fantom Blazek 3 pes BOM bl - il 0,35
b2 0,28 i2 0,97
b3 2,05 i3 -

Hamry Acanero Bomer 5.5 pes AUO bl 0,85 11 1,07
b2 0,77 i2 1,39
b3 0,39 13 -

Hamry Tereza Paterova 5.4 fena MIX bl 0,94 il 2,23
b2 1,31 i2 1.29
b3 0,79 i3 -

VI




Piiloha 3 - Tabulka — seznam pst s hodnotami odebranych béhem dne (hodnoty hladin salivarniho kortizolu jsou uveden v ng/ml)

Jméno psa Plemeno Pohlavi 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 | 12.00 | 14.00 | 16.00 | 18.00 | 20.00 | 22.00 | 00.00
Acanero AUO pes 0,31 0,59 0,52 2,6 2,5 1,92 0,62 0,98 0,49 0,34 0,39 0,29
Sam CBR pes 0,25 0,29 0,39 2,25 2,1 1,62 0,42 0,92 0,42 0,3 0,44 0,39
Spike LR pes 0,4 0,49 0,44 2,39 2,25 1,8 0,51 1,09 0,58 0,52 0,59 0,51
Argo NO pes 0,42 0,43 0,51 2,7 2,15 1,69 0,39 0,89 0,52 0,39 0,45 0,24
Tereza MIX fena 0,49 0,31 0,4 2,35 1,98 1,52 0,35 0,85 0,41 0,24 0,41 0,29
Extra NO fena 0,36 0,39 0,45 2,44 2,17 1,7 0,45 0,92 0,44 0,4 0,26 0,39
Doris HWT fena 0,56 0,6 0,62 2,65 2,32 1,85 0,52 1,02 0,49 0,41 0,34 0,35
Roxy HWT fena 0,28 0,35 0,47 2,41 2,25 1,73 0,48 0,99 0,43 0,29 0,34 0,31

Vil




Priloha 4 — Seznam obrazkt

Obrazek 1 — Faze StreSOVA T€AKCE .....vivvevirieiiiiciee e 5
Obrazek 2 — Rez NadledViNOu PSa........c.cvecvrucurcecesesseeeseesseseesese s s ses s sesses s, 7
Obrazek 3 — Hormony kliry nadledvin.......ccoocoovieeiiiiecnc e 9
Obréazek 4 — Molekula KOrtizolu...........c.cccoviiiiiiiii e, 11
Obrazek 5 — Osa simulovanych patracich akei ........coovvviieniiiiic e 20
Obrazek 6 — Odbérova zkumavka Salivette® Cortisol ........coovrvrirereneeienienesenee e 22
Obrazek 7 — Komeréni kit Salivary Cortisol ELISA SLV-2930.......cccccoviiiiniiinnnnn. 23
Obrazek 8 — Ctetka mikrotitraénich desti¢ek BioTekTM EIX800TM ...........cc.ccevvneee. 23
Obrazek 9 — Mésta, kde se uskuteCnily simulované patraci akce..........ccovevevininiennnn. 24
Obrazek 10 — Casova osa sbéru vzorkii béhem patracich akci........co.ooovvvvererserniennn, 25

VIl



Priloha 5 — Seznam tabulek

Tabulka 1: Popisné statistické parametry pro koncentraci kortizolu béhem 24-hodinového
sledovani 27

Tabulka 2: Popisné statistické parametry pro hladinu kortizolu pted a po zatézi v ng/ml28
Tabulka 3: Popisné statistické parametry pro hladinu kortizolu v jednotlivych situacich29
Tabulka 4: Popisné statistické parametry pro hladinu kortizolu pted a po zatézi u psa. 30
Tabulka 5: Popisné statistické parametry pro hladinu kortizolu pted a po zatézi u fen. 30

Tabulka 6: Primérna hladina kortizolu v jednotlivych situacich u pst a fen................. 30



Priloha 6 — Seznam grafii

Graf 1: Hladina kortizolu fen v prab&hu dne ............cccoveviiiiiiinineiciee e 27
Graf 2: Hladina kortizolu pstl V prab&hu dne ...........cccoviiiieniniie e 28
Graf 3: Primérna hladina kortizolu v jednotlivych situacich...........ccoeoviiviiininnnnn. 29
Graf 4: Primérnd hladina kortizolu Vv jednotlivych situacich pes x fena..........c.ccoc....... 31



