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Stress level in horses during transport as a variable in Krefft’s function

Summary

The aim of this study was to determine the mathematical model used to assess the severity of stress in horses
intended for slaughter. The tests involved 60 Polish cold-blooded horses earmarked for slaughter, aged 4-10,
including 29 males and 32 mares. Blood for tests was collected three times: I — directly before transport to the
horse abattoir (at a time when the animals were still in their stalls); IT — directly after unloading the animals
from the transport semi-trailer, after a journey lasting approximately 8 hours; and III — after a 24-hour rest at
the stable of the horse abattoir. Each horse marked for the experiment was described using the diagnostic
features X, X, ... .. » X,;» Which is assigned by the results of blood analysis. The level of stress was defined as
a variable Z, using the Krefft function. The value of the function was, respectively, in three consecutive tests
7.1:0.3548, 7.2: 0.5591; Z3: 0.5940. The Krefft diagnostic function enables determining the severity of stress in
the studied group of animals objectively and observing its dynamics.
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Stres, pomimo ze jest wszystkim dobrze znany, nie
jest tatwy do zdefiniowania. Uwaza sig, Ze u zwierzat
jest to efekt wplywu niekorzystnych warunkéw §ro-
dowiska lub systemoéw utrzymania, ktére wymuszaja
powstanie fizjologicznej odpowiedzi na dziatajacy
czynnik, pozwalajac tym samym na adaptacj¢ w no-
wym Srodowisku. Pojawienie si¢ stresu u zwierzat
mozna wykry¢ poprzez obserwacj¢ zachowania, ba-
danie niektorych parametrow biochemicznych oraz
hematologicznych krwi. Najwigksze zamiany obser-
wuje si¢ w funkcjonowaniu uktadu podwzgorze—przy-
sadka—kora nadnerczy, rdzenia nadnerczy i uktadu
wspotczulnego oraz tarczycy. Wcezesniejsze badania
dotyczace zmian stezenia hormonow, takich jak: B-en-
dorfiny, ACTH, kortyzol, wolna i zwigzana jodotyro-
nina oraz hormonéw piciowych zostaly wykorzystane
w celu okreslenia poziomu stresu u transportowanych
zwierzat gospodarskich 1 koni (1, 4, 10). Istnieja row-
niez publikacje swiadczace o zmianach poziomu nie-
ktorych parametrow biochemicznych krwi u zwierzat
transportowanych na rézne odlegtosci (7, 11, 17).

Pomimo ze warunki przewozu zwierzat okreslaja
odpowiednie przepisy majace na celu ich dobrostan
(6), transport Zywego inwentarza pociaga za soba wy-
stgpowanie potencjalnych stresoréw, takich jak: zata-
dunek oraz roztadunek zwierzat, zamkniecie w nie-
znanym S$rodowisku, immobilizacja, niedostateczna
wentylacja, wibracje, hatas, brak dostgpu do wody
1 pozywienia oraz gwattowne zmiany temperatury i wil-
gotnosci otoczenia, czego skutkiem jest odpowiedz
organizmu w postaci zmian w fizjologii oraz zacho-
waniu. Duze znaczenie ma temperament zwierzgcia
oraz inne cechy osobnicze, ktére w znacznej mierze
warunkuja odpowiedz organizmu na czynniki o cha-
rakterze stresorow. Zauwazono, ze u zwierzat agresyw-
nych wystepuje wyjsciowo wigksze stezenie ACTH
W porownaniu ze zwierz¢tami spokojnymi (2). Duze
znaczenie w powstawaniu stresu u przewozonych
zwierzat ma fakt taczenia zwierzat nieznanych sobie,
co niejednokrotnie powoduje walke o dominacje w sta-
dzie. Kolejnym waznym czynnikiem o charakterze stre-
sora sa dzwigki o wysokiej czgstotliwosci, generowa-
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ne przez urzadzenia mechaniczne, niestyszalne dla
ludzi, a powodujace zaniepokojenie wsrod zwierzat.
Na dobrostan zwierzat znaczacy wplyw roéwniez ma
wielko$¢ dostgpnej przestrzeni w przyczepie, Jakosc
drogi, sposob prowadzenia auta oraz ustawienie zwie-
rzgcia wzgledem kierunku ruchu (8, 16).

Duze znaczenie na zachowanie si¢ zwierzat ma ob-
stuga transportu i1 sposob wprowadzania zwierzat do
pojazdu. Pokrzykiwanie na zwierzgta, szarpanie za
kantar oraz stosowanie mechanicznych poganiaczy
przy zatadunku i roztadunku znaczaco zwigkszaja wy-
stepowanie niekorzystnych zachowan zwierzat. Jed-
noczes$nie wiadomo, ze wystgpowanie negatywnych
zachowan wsrdd obstugi w stosunku do zwierzat byto
skorelowane z niskim poziomem wiedzy dotyczacej
behawioryzmu koni (3, 5, 16). Wydaje sig, ze rozwia-
zaniem problemu dotyczacego niekorzystnych zacho-
wan w pracy ze zwierzg¢tami rzeznymi moga by¢ szko-
lenia pracownikow obstugi dotyczace wlasciwego trak-
towania zwierzat. Poglad ten jest zgodny z zalece-
niami Komisji Europejskiej dotyczacymi dobrostanu
zwierzat rzeznych (8, 15).

Cel pracy

Z uwagi na brak mozliwos$ci doktadnego oszaco-
wania poziomu stresu u badanych zwierzat podj¢to
probeg wyznaczenia matematycznego modelu stuzace-
go do oceny tego czynnika.

Materiat i metody

Badania przeprowadzono na 60 koniach przeznaczonych
do uboju, w wieku 4-10 lat, r6znych ras, w tym 28 osob-
nikow meskich 1 32 klaczy. Zwierzgta przewozone byly
z miejsca pobytu do ubojni zgodnie z przepisami zawarty-
mi w wytycznych dotyczacych transportu zwierzat, reko-
mendowanych przez Komisj¢ Europejska (15). Warunki
pogodowe obejmujace temperature na zewnatrz pojazdu
oraz wilgotno$¢ powietrza bylty podobne w trakcie kazde-
go z trzech badan, stanowiacych kolejny etap badania.
Materiat do badan stanowita krew pobierana z jednego
wktlucia z zyly szyjnej zewngtrzne;.

Krew do badan pozyskiwano trzykrotnie: I — bezposred-
nio przed transportem do ubojni koni (w momencie, gdy
zwierzeta jeszeze przebywaty w swoich boksach), I1 — bez-
posrednio po roztadowaniu zwierzat z naczepy transporto-
wej, po podrozy trwajacej ok. 8 godz., Il — po 24 godz.
odpoczynku w stajni ubojni koni.

Analiza statystyczna. Kazdy kon przeznaczony do do-
swiadczenia zostal opisany przy pomocy 11 cech diagnos-
tycznych, ktérym przypisano nast¢pujace wyniki z analizy
krwi, z poszczegdlnych trzech pobran:

X, — catkowity status antyoksydacyjny osocza; wyrazo-
ny w jednostkach pmol/L,

X, — stezenie albumin w surowicy krwi; wyrazone w jed-
nostkach g/L,

X, — stezenie bilirubiny catkowitej w surowicy krwi; wy-
razone w jednostkach pmol/L,

X, — stgzenie kwasu moczowego w surowicy krwi; wyra-
zone w jednostkach mg/dL,

2N

— stezenie biatka catkowitego w surowicy krwi; wyra-
zone w jednostkach g/L,

— aktywnos$¢ selenozaleznej peroksydazy glutationo-
wej; wyrazona w jednostkach U/g,

— stgzenie hemoglobiny; wyrazone w jednostkach g/dL,
aktywno$¢ transferazy S-glutationowej; wyrazona
w jednostkach U/g,

— aktywno$¢ calkowitej peroksydazy glutationowej;
wyrazona w jednostkach U/g,

— aktywnos$¢ reduktazy glutationu; wyrazona w jed-
nostkach U/g,

— aktywno$¢ kortyzolu w surowicy krwi; wyrazona

w jednostkach ng/ml.

Dla 60 koni zostat w ten sposdb zebrany materiat statys-
tyczny w postaci macierzy X. Macierz ta posiada 180 wier-
szy 1 11 kolumn. Wiersze zawieraja warto$ci poszczego6l-
nych cech diagnostycznych (wyniki analizy krwi) u tego
samego zwierzgceia, a kolumny zawieraja wartosci poszcze-
g6lnych cech u réznych zwierzat. Z uwagi na objgtos¢ ma-
cierzy X, w tabeli 3 przedstawiono pomiary dla 11 cech
diagnostycznych u 10 pierwszych koni (tab. 3).

Podjeto probg wyznaczenia matematycznego wzoru, przy
pomocy ktérego mozna okres$lic poziom nasilenia stresu
w populacji badanych zwierzat w aspekcie wybranych cech
diagnostycznych.

W modelu tym poszczegolne cechy zbioru cech diagnos-
tycznych {X},_, |, w aspekcie ktorych zmienna synte-
tyczna Y opisuje poziom nasilenia stresu u koni, sa w 0gol-
no$ci zmiennymi typu ciaglego. Na cechy te jednak jest
narzucone ograniczenie. Moga to by¢ tylko takie cechy,
ktérym w sposob jednoznaczny mozna przyporzadkowac
kierunek wptywu tej cechy na zmienna syntetyczng Y. Kie-
runek ten moze miec¢ albo charakter stymulujacy — ze wzro-
stem warto$ci cechy diagnostycznej wzrastaja wartosci
zmiennej syntetycznej Y, albo charakter destymulujacy —
ze wzrostem warto$ci cechy diagnostycznej maleja war-
tosci zmiennej syntetycznej Y 1 oznaczamy je, odpowied-
nio, znakami ,,+” oraz ,,—". Znajomos¢ kierunkow wplywu
kazdej z cech diagnostycznych na zmienna syntetyczng Y
w modelu jest kluczowa — to one ,kreuja” rzeczywistos$¢
badanego zjawiska ze swej natury nieobserwowalnego.
Doswiadczenie uczy, ze badane zjawisko zalezne od wielu
czynnikow zagregowanych ma rozkltad Gaussa, stad tez
zmienna syntetyczna Y z zatozenia taki rozktad posiada
1 jest funkcja liniowa cech diagnostycznych postaci:

Y=B X+ B, X, B X+ 4B X HBX S (D)

gdzie & jest czynnikiem losowym o $redniej wartosci ocze-
kiwanej E(&) = 0.

O modelu méwimy, ze jest on zidentyfikowany, jesli
wspotezynniki {B,},_, |, sa wyznaczone; dokladniej, gdy
dysponujemy estymatorami b, wspotczynnikow .. Wow-
czas do obliczen mozemy postuzy¢ si¢ wzorem:

Y=bX, +b,;X, +b;X,+...+b X _ +b-X (2

Wygodniejsze jest mierzenie poziomu nasilenia stresu
u koni w przedziale (0, 1) z interpretacja: im wartos$¢ tego
stanu jest blizsza 1, tym poziom nasilenia stresu jest wigk-
szy. Przeksztalcenia wartoéci zmiennej Y z przedziatu
(—o0, +0) w przedziat (0, 1) dokonujemy za pomoca wzoru:

= w
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Z= A 3)

gdzie:

Z — poziom nasilenia stresu, przyjmuje warto$ci w prze-
dziale (0, 1),

e — funkcja eksponencjalna.

Do identyfikacji tego modelu statystycznego postuzono
si¢ metoda A. Krefft (12), w ktorej autorka, korzystajac
z materiatu statystycznego pomiaréw zebranych w macie-
rzy ustalonego zbioru k cech diagnostycznych {X} X
dla proby losowej n koni badanej populacji oraz ciagu kle—
runkow wptywu kazdej z cech diagnostycznych na zmien-
na Y postaci [+, —, ... +] rozpoznanego przez eksperta ba-
danego zjawiska nieobserwowalnego, zaproponowata al-
gorytm symulacji wartosci brakujacego wektora y* o roz-
ktadzie normalnym, aby méc metoda najmniej szych kwad-
ratow wyestymowac wspotczynniki {B,},_, | rownania (1)
z ustalong precyzja dopasowama modelu mlerzonq wspot-
czynnikiem zbieznos$ci ¢*. Kierunek wptywu nie ma samo-
dzielnej wartos$ci diagnostycznej, jest natomiast niezbedny
do wiasciwego obliczenia poziomu nasilenia stresu. Mo-
del uwaza si¢ za zidentyfikowany, jesli z rodziny wysymu-
lowanych m wektorow {y* } _, . moznawybra¢ ten zbior
estymatorow wspoiczynmkow { B Jio1. o Ktorym 0dpow1a—
da minimum warto$ci wspoiczynmkow Zblezn0501 (p 2

Zidentyfikowany model (2) p0210mu nasilenia’ stresu
u koni umozliwia okreslenie ,,waznosci” kazdej z wybra-
nych do modelu cech diagnostycznych X, i=1,....k w tym
poziomie. Wagi tych cech sa mierzone wspotczynnikiem
korelacji r (X, Y).

Wartos¢ poszczegdlnych wag jest poddana weryfikacji
statystycznej na poziomie istotnosci p < 0,05.

Wyniki

Dla zebranego materiatu statystycznego pomiarow
11 cech diagnostycznych u 60 koni badanej populacji
i ustalonych przez eksperta kierunkéw wptywu tych
cech na p0z1om nasilenia stresu u koni postaci
[+,+,+,+,+—+,————] uzyskano model wg wzoru:

¥=-10,0211 +3,6281-In(X, + 1) +
+1,1018 - In(X, + 1) +1,2032 - In(X, + 1) +
+2,6842 In(X, + 1) +1,0329 In(X_ + 1) -
~0,513In(X, + 1)+ 1,3824 In(X_+ )~ (4)
~1,8582 In(X, + 1) — 0,2700 In(X, + 1)
~0,2568 In(X | + 1) - 2,0979 In(X,, + 1)

z btedem dopasowania metody wyznaczonym wspot-
czynnikiem zbieznosci ¢> = 0,010.

Stosujac uzyskany wzor (4) oraz przeksztatcenie (3)
do pomiaréw czynnikow diagnostycznych dla i-tego
konia uzyskuje sig przypisanie mu warto$ci z pozio-
mu nasilenia stresu o warto$ci z przedziatu (0, 1). Tak
uzyskanie ,,pomiary” zmiennej syntetycznej Z zesta-
wiono w tabeli 3 u pierwszych 10 koni.

W tabeli 2 przedstawiono wyznaczone wagi tych
cech. I tak w tym modelu aktywnos$¢ tranferazy s-glu-
tationowej oraz stgzenie hemoglobiny maja najwick-
szy wplyw na poziom nasilenia stresu, przyjmujac war-
tosci wag, odpowiednio, rowne —0,5534 oraz 0,5327.
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Tab. 1. Porownanie Srednich wartosci oczekiwanych X pozio-
mu nasilenia stresu Z w poszczeg6lnych pobraniach z ,z, z,
obliczonych na podstawie wynikéw badan krwi

Poziom nasilenia stresu Z
Kolejne pobrania krwi _
X n SD
ty=0h 0,3548 60 0,1876
t,=8h 0,5591 60 0,1622
t; =24 h 0,5940 60 0,1776

Najmniejsza wage wykazata aktywnos¢ kortyzolu:
—0,3081

Analizujac wyniki obliczen warto$ci poziomu nasi-
lenia stresu z dla trzech kolejnych pobran, zaobserwo-
wano istotne statystycznie roznice pomigdzy oczeki-
wanymi warto§ciami §rednimi a wielko$ciami obliczo-
nymi dla danych grup w podziale ze wzgledu na prze-
bieg czasu (tab. 1).

Poréwnujac Srednie wartos$ci dla tych trzech r6znych
pobran wida¢, ze $rednie wartosci funkcji Z wzrastaja
wraz z uptywem czasu. Jednocze$nie wraz ze wzro-
stem warto$¢ funkcji Z odchylenie standardowe po-
czatkowo maleje, a nastgpnie w matym stopniu rosnie,
co $wiadczy o stosunkowo wysokiej czutosci 1 swo-
istosci metody. Wartos¢ funkcji Z, wynosita 0,3548,
po czym w pobraniu 2 warto$¢ funkcji Z, wzrosta do
poziomu 0,5591 1 wynosita 158% wartosci pierwot-
nej. Natomiast w pordwnaniu do funkcji Z, zaobser-
wowano tylko niewielki wzrost wartosci funkcji Z, do
poziomu 0,5940, co stanowi wzrost o okoto 6%.

Z anahzy wynikow wynika, ze pomigdzy srednlq
wartoscia z, 1z, oraz pomigdzy z, i z, istnieja réznice
istotnie statystyczme (p<0,001), przy czym nie zaob-
serwowano roznic istotnych statystycznie pomigdzy
srednimi wartosciami z, 1 z, (p = NS).

Analizujac ten modef stresu wykazano, ze wszyst-
kie 11 badanych cech ma wplyw na poziom stresu
u badanych zwierzat. Problem ten zostal zmierzony
wagami tychze cech w modelu Krefft i jest przedsta-
wiony w tabeli 2.

Tab. 2. WartoS$ci estymatoréw wag uporzadkowane wg sily
zwigzku z poziomem nasilenia stresu Z

Oznaczane parametry krwi Poziom wag
Transferaza S-glutationowa -0,5534
Hemoglobina 0,5327
Bilirubina catkowita 0,5315
Catkowita peroksydaza glutationowa -0,5223
Biatko catkowite 0,4659
Peroksydaza glutationowa selenozalezna -0,4628
Catkowity status antyoks. 0,4423
Albuminy 0,4381
Reduktaza glutationu -0,416
Kwas moczowy 0,4044
Kortyzol -0,3081
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Tab. 3. Pomiary 11 zmiennych diagnostycznych oraz syntetycznej zmiennej Z poziomu nasilenia stresu wraz z kierunkami
wplywu tych cech na poziomu nasilenia stresu dla pierwszych 10 badanych koni

LP LFR ALB BIL KWM BC BHP HEM GST CHP RG KOR z

Kierunki

wplywow + + + + + + - - - -
1 5,1591 30 26946 | 0,48 55 48,87 116 | 3,6946 | 127,08 | 112,06 | 2,8070 | 0,1189
2 4,6444 36 2,2407 | 0,48 55 50,73 1,01 | 3,9162 | 147,62 | 117,42 | 2,751 | 0,0744
3 5,3423 33 3,7013 | 0,74 63 55,27 1,06 | 38369 | 133,72 | 11551 | 2,8291 | 0,2407
4 5,4889 32 34436 | 0,71 51 65,28 | 1,56 | 3,4959 | 117,11 | 56,03 | 2,9113 | 0,2888
5 4,9345 31 3,0301 | 0,38 56 61,43 1,34 | 306397 | 12044 | 6391 | 22279 | 0,1589
6 4,9836 22 3,0204 | 0,27 49 26,88 141 | 36011 | 9687 | 61,88 | 18718 | 0,1735
7 4,7707 32 2,8004 | 035 7 50,53 1,39 | 36273 | 118,82 | 66,01 | 3,1897 | 0,1172
8 5,1358 32 2,4596 | 0,41 62 31,71 1,87 | 3,9449 | 92,81 | 46,79 | 2,8920 | 10,2203
9 5,1475 21 31781 | 0,55 43 48,48 1,28 | 3,7138 | 119,27 | 68,04 | 25408 | 0,1503
10 5,0999 34 2,8507 | 0,44 59 58,57 | 1,47 | 35181 | 121,64 | 78,93 | 2,3036 | 0,2153

Dyskusja i minimalny [0], mozna przyjaé, ze wszystkie badane

Jednym z celow prowadzonych badan byla préba
okreslenia poziomu stresu, jaki wystapit u badanych
zwierzat. Z oczywistych wzgledow, biorac pod uwage
fakt, Ze stres jest zjawiskiem trudnym do zmierzenia,
starano si¢ oceni¢ catkowita reakcjg¢ adaptacyjna or-
ganizmu zwierzgeia na dziatajace czynniki stresowe,
a objawiajaca si¢ zmianami w warto$ciach badanych
parametrow. Od dawna wiadomo, Ze stres nie tylko
wplywa na psychike ludzi i zwierzat, lecz rowniez
powoduje zauwazalne zmiany w fizjologii organizmu.
Reakcja organizmu na stres jest uzalezniona od wielu
czynnikow, a jednymi z najwazniejszych sg indywi-
dualne uwarunkowania zwierzgcia. Ta sama sytuacja
moze sta¢ si¢ zrédtem bardzo silnego stresu dla jed-
nego zwierze¢cia, nie wywierajac jednoczesnie zauwa-
zalnego wplywu na inne. Reakcja organizmu jest tez
uzalezniona od jego przygotowania. Znacznie silniej-
sza reakcje wykazuja zwierzgta, ktorych organizmy sa
wyczerpane brakiem snu, ztym traktowaniem, niewtas-
ciwie przeprowadzonym transportem lub tez ciagtym
stresem pochodzacym z innych Zrddet, jak chocby ta-
czeniem w grupy transportowe obcych sobie zwierzat.
Niezaspokojenie podstawowych potrzeb lub wyczer-
panie organizmu choroba, podobnie jak wycienczenie
z powodu choroby zmniejszaja odpornosc¢ na stres (2,
3,5,8).

Metoda analizy statystycznej Kreftt (12-14) pozwo-
lita na przeanalizowanie wszystkich cech diagnostycz-
nych opisujacych badane zwierzgta w trakcie trzech
kolejnych pobran. Uzyskana w ten sposdb wielkos¢,
stanowiaca liczbg w zakresie od 0 do 1 pozwalata na
okreslenie stopnia zmian w fizjologii danego organi-
zmu, bedac wyktadnikiem dziatajacego na ten orga-
nizm stresu, przy czym u kazdego zwierzecia przybie-
rata ona inna warto$¢. Z uwagi na to, ze omawiany
parametr przybiera warto$¢ w zakresie od 0do 1, przy
czym wartosci skrajne obrazuja stres maksymalny [1]

zwierzgta w poczatkowej fazie zareaguja wartosciami
blizszymi 0, natomiast w trakcie badania wartosci te
beda rosty.

W badaniach wtasnych zatozenia te zostaty potwier-
dzone, a §rednia warto$¢ syntetycznej funkcji Z w po-
braniu 1 wynosita 0,3548 i stopniowo rosta, uzysku-
jac warto$ci w pobraniu drugim i trzecim, odpowied-
nio, 0,5591 1 0,5940. Wyniki te, lacznie z analiza
poszczegolnych parametréw, pozwalaja dos¢ precy-
zyjnie okresli¢ poziom stresu u badanych zwierzat, co
wydaje si¢ informacja cenna w aspekcie dobrostanu
przewozonych zwierzat. Wedtug autorow, funkcja ta
moze mie¢ zastosowanie tylko do okreslania dynamiki
rozwoju stresu u tego samego zwierzecia lub w danej
grupie zwierzat. Wydaje si¢ mato przydatne wyryw-
kowe okreslanie poziomu stresu na podstawie jedno-
krotnego badania, bowiem nie obrazuje to w pelni
zmian zachodzacych w organizmie na skutek jego dzia-
tania.

Dotychczas nie znaleziono publikacji dotyczacych
poziomu stresu u transportowanych koni, wykorzystu-
jacych podobne metody statystyczne, opisujace zjawi-
ska nieobserwowalne, czyli takie, do ktorych pomia-
réw nie mamy dostgpu, a wiemy, ze zaleza od wielu
czynnikow zagregowanych. Przyktadem takiego zja-
wiska jest badany przez nas poziom nasilenia stresu
u koni. Wszystkie istniejace publikacje odnosza si¢
do okreslania dynamiki zmian poszczegodlnych para-
metrow krwi, z uwzglednieniem standartowych me-
tod statystycznych (3, 5, 8, 15, 17). Warto nad-
mieni¢, ze metoda statystyczna Krefft ma juz zastoso-
wanie w licznych przypadkach medycyny czlowieka
1 innych dziedzinach wymagajacych syntezy wynikow
badan cech diagnostycznych (12-14). Metodg tg wy-
korzystano réwniez w aspekcie prognostycznym
w przebiegu terapii chtoniaka ztosliwego psow, oce-
niajac bardzo wysoko jej przydatno$¢ w tym aspekcie
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(9). Mozna réwniez zauwazy¢, ze poprzez korelowa-
nie poszczegolnych cech diagnostycznych z nasileniem
stresu uzyskuje si¢ tzw. wagi diagnostyczne poszcze-
gblnych cech, ktore po poddaniu analizie statystycz-
nej stanowia cenny naukowy materiat dotyczacy istot-
nos$ci wag cech diagnostycznych.

W podsumowaniu nalezy stwierdzi¢, ze syntetycz-
na funkcja diagnostyczna Z pozwala obiektywnie usta-
li¢ stopien nasilenia stresu w badanej grupie zwierzat
1 obserwowac jego dynamike.
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