37. SAVETOVANJE VETERINARA SRBIJE

Pregledni naucni rad

DOI: 10.5937/SVS26052E

PROC]JENA STRESA U PASA ODREDIVANJEM KONCENTRACIJE KORTIZOLA: OD
FIZIOLOSKOG POKAZATELJA DO BIOMARKERA DOBROBITI

Anamaria Ekert Kabalin?*, Vladimir Dimitrijevi¢Z, Sven Mencik!, Aneta Piplica?,
Aleksandra Aleksi¢-Agelidis2, Velimir Susi¢!, Marcela §peranda3, Niko
Popovic!, Mladenka Vuksic?, Mario Ostovi¢!

1Sveuciliste u Zagrebu, Veterinarski fakultet, Zagreb, Hrvatska
ZUniverzitet u Beogradu, Fakultet veterinarske medicine, Beograd, Republika Srbija

3Sveuciliste Josipa Jurja Strossmayera u Osijeku, Fakultet agrobiotehnickih znanosti
Osijek, Osijek, Hrvatska

* e-mail kontakt osobe: akabalin@vef.unizg.hr

Kratak sadrzaj

Stresori razli¢itog intenziteta sastavni su dio Zivota pasa te mogu utjecati na njihovo
ponasanje, zdravstveni status i ukupnu dobrobit. Aktivacija osi hipotalamus-
hipofiza-nadbubreZna Zlijezda (HPA os) dovodi do povec¢anog lu¢enja kortizola koji
je jedan od najcesce koristenih fizioloskih pokazatelja stresnog odgovora. Kortizol se
moze odredivati u razli¢itim bioloskim uzorcima, ukljucujuéi krv, slinu, urin, feces i
dlaku, pri ¢emu svaki od njih pruza uvid u razlicite aspekte fizioloSke aktivnosti
povezane sa stresom.

Promjene koncentracije kortizola mogu se pojaviti u pasa izloZenih razli¢itim
situacijama, uklju¢ujuéi boravak u sklonistu, prijevoz, veterinarske postupke,
promjene okoliSa, sportske aktivnosti i sudjelovanje na kinoloskim izloZbama.
Istodobno, ¢ak i medu psima izloZenima usporedivim uvjetima okoliSa mogu se
uociti znacajne individualne razlike u intenzitetu stresnog odgovora. Uocene razlike
mogu biti posljedica zajednickog djelovanja okolisnih ¢imbenika, fizioloskog stanja i
genetske podloge. Odredivanje kortizola u dlaci sve je zanimljivije kao pokazatelj
dugotrajne izlozenosti stresu jer odrazava aktivnost HPA osi tijekom duljeg
vremenskog razdoblja. Nasuprot tome, odredivanje kortizola u slini predstavlja
prakti¢nu i neinvazivnu metodu procjene akutnog odgovora na specificne podraZaje.
Krv omogucuje procjenu trenutacnih promjena koncentracije Kkortizola, ali sam
postupak uzorkovanja moze utjecati na stresni odgovor Zzivotinje. Urin i feces pruzaju
$iri, vremenski odgoden uvid u izlucivanje i metabolizam glukokortikoida te mogu
biti korisni za procjenu kumulativhog odgovora na stres. Razli¢ite vremenske
informacije sadrzane u pojedinim bioloskim uzorcima stoga doprinose $iroj procjenu
stresnog odgovora, osobito kada se fizioloSki pokazatelji tumace zajedno s
ponasanjem Zivotinje.
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Osim toga, istrazivanja sve viSe usmjeravaju pozornost na genetske ¢imbenike koji
mogu utjecati na individualnu osjetljivost na stres, osobito na gen NR3C1 koji kodira
glukokortikoidni receptor. Razumijevanje povezanosti izmedu Kkoncentracije
kortizola, odgovora na stres i genetske podloge moglo bi doprinijeti identificiranju
pouzdanijih biomarkera dobrobiti, unaprijediti procjenu dobrobiti pasa te omoguditi
individualiziraniji pristup drZanju, uzgoju i skrbi za pse izloZene razli¢itim okoliSnim
i drustvenim izazovima.

Klju¢ne rijeci: dobrobit zivotinja, biomarkeri, kortizol, pas, glukokortikoidni
receptor, stres.

UuvoD

U svakodnevnom Zivotu pasa prisutni su razli¢iti fizicki, okoliSni, druStveni i
psiholoski stresori. Prijevoz, boravak u skloniStu, veterinarski pregled, promjena
okolisa, buka, trening, sportske aktivnosti i razliCiti oblici drustvene interakcije mogu
aktivirati neuroendokrini odgovor, ali isti podraZaj ne mora izazvati jednak odgovor
u svih jedinki (Beerda i sur., 1998; Beerda i sur., 1997). Intenzitet odgovora ovisi o
karakteristikama  stresora, prethodnom iskustvu, temperamentu, dobi,
zdravstvenom stanju i sposobnosti prilagodbe psa (Kaszycka i sur., 2025; Csoltova i
sur., 2017; Hennessy, 2013). Kortizol je jedan od najceS¢e koriStenih fizioloskih
pokazatelja aktivnosti osi hipotalamus-hipofiza-nadbubrezna Zlijezda (HPA os).
Njegova je prednost moguénost odredivanja u viSe bioloskih uzoraka, pri cemu
pojedini uzorak pruza informaciju o razlicitom vremenskom razdoblju aktivnosti
HPA osi (Palme, 2019; Sheriff i sur, 2011; Mostl i Palme, 2002). Medutim,
koncentracija kortizola ne moze se jednostavno izjednaciti sa ,stresom”, niti sama po
sebi dokazuje naruSenu dobrobit. FizioloSka aktivacija HPA osi mozZe pratiti
negativna iskustva, ali i intenzivnu tjelesnu aktivnost, uzbudenje, igru, ocekivanje
nagrade ili druge situacije koje nisu nuzno povezane s narusavanjem dobrobiti (Cobb
i sur,, 2025; Marza i sur., 2024). Suvremena procjena dobrobiti stoga se temelji na
kombiniranju fizioloskih i okolisnih pokazatelja s ponasanjem i zdravstvenim
stanjem zivotinja. Posebno zanimljiv smjer predstavlja povezivanje endokrinoloskih
pokazatelja s molekularno-genetickim Cimbenicima. Gen NR3C1 (engl. Nuclear
Receptor Subfamily 3 Group C Member 1), koji kodira glukokortikoidni receptor,
predstavlja klju¢nu poveznicu izmedu koncentracije kortizola i odgovora ciljnih tkiva
te je jedan od kandidatnih gena za istrazivanje individualnih razlika u odgovoru na
stres u pasa (Tayler i sur., 2022; Costa i sur., 2016). Cilj ovog preglednog rada je
prikazati mogu¢nosti odredivanja koncentracije kortizola u pasa, njihovu primjenu u
razli¢itim situacijama, glavna ogranicenja interpretacije te potencijalnu ulogu gena
NR3C1 u objasnjenju individualne varijabilnosti.

FIZIOLOSKA OSNOVA STRESNOG ODGOVORA I ULOGA KORTIZOLA

Stresni odgovor predstavlja koordiniranu aktivaciju ziv¢anog, endokrinog i
imunosnog sustava kojom se organizam prilagodava promjenama u okoliSu. Koncept
alostaze naglaSava da se stabilnost organizma postize aktivnim prilagodavanjem
promjenjivim uvjetima, a ne odrzavanjem potpuno nepromjenjivog unutarnjeg
stanja (Koolhaas i sur., 2011; McEwen i Wingfield, 2003). Kod pasa se razlikuju brzi
simpatoadrenalni odgovor i sporiji odgovor HPA osi. Simpatoadrenalni sustav
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omogucuje gotovo trenutacnu mobilizaciju energije, dok HPA os osigurava
hormonsku regulaciju tijekom duljeg trajanja podrazaja (Nicolaides i sur., 2015;
Charmandari i sur., 2005; Moberg, 2000; Sapolsky i sur., 2000). Aktivacija HPA osi
zapocCinje oslobadanjem kortikotropin oslobadaju¢eg hormona (CRH) iz
hipotalamusa, uz doprinos arginin-vazopresina (AVP), koji poti¢u adenohipofizu na
lucenje adrenokortikotropnog hormona (ACTH). ACTH djeluje na koru nadbubreZne
zlijezde i potice sintezu kortizola. Nakon ulaska u cirkulaciju, kortizol se najveéim
dijelom veZe za transportne proteine, dok slobodna frakcija ulazi u stanice i veZe se
na glukokortikoidni receptor (slika 1). Receptor je kodiran genom NR3(C1, a nastali
kompleks regulira ekspresiju brojnih gena ukljucenih u metabolizam, imunosni
odgovor, upalu i prilagodbu organizma (Nicolaides i sur., 2015; Oakley i Cidlowski,
2013; Nicolaides i sur., 2010; Charmandari i sur., 2005). U fizioloskim uvjetima
povecanje koncentracije kortizola aktivira negativhu povratnu spregu koja
ogranicava daljnju aktivaciju HPA osi. BioloSko znacenje kortizola zato nije
ograniceno na negativne emocionalne dogadaje. Kortizol osigurava dostupnost
energetskih supstrata, modulira imunosni odgovor i sudjeluje u prilagodbi na
razlicite zahtjeve organizma. Posljedica toga je da prolazno povecanje koncentracije
moZze biti normalan dio odgovora na fizi¢ki napor ili emocionalno uzbudenje, dok
dugotrajna ili ponavljana aktivacija moZe doprinijeti alostatskom opterecenju i
nepovoljnim uc¢incima na zdravlje i dobrobit (Chrousos, 2009; McEwen i Wingfield,
2003). Stoga je pri interpretaciji koncentracije kortizola vaznije razmotriti Sto je
izazvalo aktivaciju i u kojem je vremenskom okviru mjerena, nego pojedina¢nu
vrijednost promatrati kao univerzalnu mjeru stresa. Vrijeme uzorkovanja takoder je
vazno. U pasa su opisane povremene promjene lucenja Kkortizola, bez jasnog
cirkadijalnog obrasca (Kemppainen i Sartin, 1984). Na izmjerene vrijednosti mogu
dodatno utjecati hranjenje, tjelesna aktivnost, dob, reprodukcijski status,
zdravstveno stanje i prethodna manipulacija Zivotinjom. Zbog toga standardizacija
vremena i okolnosti uzorkovanja predstavlja jedan od osnovnih preduvijeta za
usporedbu rezultata (Cobb i sur.,, 2025; Kaszycka i sur., 2025; Chmelikova i sur.,
2020).

STRESORI HIPOTALAMUS ADENOHIPOFIZA ( KORA NADBUBREZNE
okoli$ni, drustveni, CRH + AVP ACTH > ZLIJEZDE
fizicki ili drugi l kortizol
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Brzi odgovor: - J : HPA odgovor:

simpatoadrenalni sustav
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Negativna povratna sprega kortizola prema hipotalamusu i adenohipofizi

Slika 1. Pojednostavljena shema aktivacije HPA osi i djelovanja kortizola.
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BIOLOSKI UZORCI ZA ODREPIVANJE KONCENTRACIJE KORTIZOLA

Izbor bioloskog uzorka treba biti podreden istrazivackom pitanju i vremenskom
okviru koji se Zeli procijeniti. Krv, slina, dlaka, urin i feces ne predstavljaju
medusobno zamjenjive vrste uzoraka, nego pruzaju informacije o razli¢itim
vremenskim razdobljima aktivnosti HPA osi (tablica 1) (Palme, 2019; Sheriff i sur.,
2011; Mostl i Palme, 2002). Krv je tradicionalno najcesce koriSten uzorak i vazna je u
klinickoj endokrinologiji. Omogucuje procjenu trenutacnog hormonskog statusa i
predstavlja referentni pristup za brojne klinicke postupke (Behrend i sur., 2013).
Medutim, venepunkcija, fiksacija i sama manipulacija mogu aktivirati HPA os, osobito
u plasljivih pasa. Stoga koncentracija dobivena iz krvi moZze sadrzavati i komponentu
odgovora na sam postupak uzorkovanja. Slina je osobito prikladna za istrazivanja
akutnog stresa jer predstavlja neinvazivan nacin uzorkovanja, a salivarni kortizol
pretezno odrazava slobodnu frakciju hormona. Promjene se mogu registrirati
relativno brzo nakon aktivacije HPA osi, sto omogucuje pracenje odgovora na
veterinarski pregled, prijevoz, trening ili druge kratkotrajne podrazaje (Chmelikova i
sur., 2020; Dreschel i Granger, 2009; Vincent i Michell, 1992). Medutim, koli¢ina
sline, nac¢in prikupljanja, prisutnost hrane ili krvi u uzorku te vrijeme proteklo od
hranjenja mogu utjecati na rezultate. Stoga je standardizacija postupka od klju¢ne
vaznosti. U novijim pregledima salivarni kortizol istice se kao prakti¢na metoda, ali
uz potrebu oprezne interpretacije i jasnog opisa protokola (Kaszycka i sur., 2025).
Dlaka pruZa druk¢iji vremenski uvid. Kortizol se tijekom rasta ugraduje u vlas, zbog
Cega njegova koncentracija moze odrazavati aktivnost HPA osi tijekom viSe tjedana
ili mjeseci. To je osobito korisno kada se istrazuje dugotrajnija izloZenost stresorima
ili kada neposredno uzorkovanje nije moguce (Gupta i sur., 2023; Bryan i sur., 2013).
Prednost je i jednostavno skladiStenje i transport uzorka. Ogranicenja ukljucuju
razlike u brzini rasta, sezonskim promjenama i njezi dlake, mjestu uzorkovanja i
mogucoj vanjskoj kontaminaciji. Urin i feces mogu pruziti informaciju o kumulativnoj
aktivnosti glukokortikoida, ali je vremenska interpretacija sloZenija. Urin odrazava
izluc¢ivanje Kkortizola tijekom odredenog razdoblja, dok fekalni metaboliti
glukokortikoida odrazavaju hormonsku aktivnost s odredenim vremenskim
odmakom zbog metabolizma i prolaska metabolita kroz probavni sustav (Palme,
2019; Mostl i Palme, 2002). Njihova primjena moZe biti korisna kada je potrebno
potpuno ili gotovo potpuno neinvazivno uzorkovanje, ali su manje prakti¢ni uzorci
od sline za pracenje neposrednog odgovora na pojedinacni podraZzaj. Laboratorijska
metoda takoder moze biti izvor varijabilnosti. Imunokemijske metode, ukljucujuci
enzimski povezani imunosorbentni test (ELISA, engl. Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay) i radioimunoloski test (RIA, engl. Radioimmunoassay), Siroko su dostupne i
prakticne, ali njihova specificnost moZze biti ograni¢ena kriznom reaktivnoscu.
Metode tekudinske kromatografije povezane s tandemskom masenom
spektrometrijom (LC-MS/MS, engl. Liquid Chromatography - Tandem Mass
Spectrometry) omogucuju vecu analiticku specificnost, ali zahtijevaju sloZeniju
opremu i struc¢nost (Schroers i sur., 2025; Palme, 2019). Zbog toga se rezultati
razli¢itih istrazivanja ne smiju usporedivati bez uzimanja u obzir vrste bioloskog
uzorka, protokola uzorkovanja i analiticke metode.
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Tabela 1. Usporedba bioloskih uzoraka za odredivanje koncentracije kortizola u

pasa.
Bioloski Vremenski et
. Glavna prednost Glavno ogranicenje
uzorak okvir
VaZzan klinicki
uzorak Invazivnost; manipulacija
Krv Minute (“standard™); moZe sama aktivirati
trenutacni HPA os
odgovor
Neinvazivno; o
. . Potrebna standardizacija
Slina Minute pogodno za :
. uzorkovanja
akutni odgovor
Procjena Ovisno o rastu dlake,
Dlaka Tjedni-mjeseci dugotrajnije mjestu uzorkovanja i
izloZenosti vanjskoj kontaminaciji
Kumulativna OteZano
Urin Nekoliko sati sekrecija; standardiziranje;
neinvazivno korekcija kreatininom
ey Vremenski odmak;
Priblizno 12-24 Vrlo malo L . .
Feces . - utjecaj metabolizma i
sata manipulacije

prehrane

DOSADASNJA ISTRAZIVANJA PROMJENA KONCENTRACIJE KORTIZOLA U
RAZLICITIM SITUACIJAMA

Istrazivanja provedena na psima pokazuju da se promjene koncentracije kortizola
mogu promatrati u vrlo razli¢itim kontekstima (tablica 2). U veterinarskoj ambulanti
aktivacija HPA osi moze biti povezana s prijevozom, cekanjem, nepoznatim okoliSem,
prisutno$¢u drugih Zivotinja i fizickom manipulacijom. Csoltova i sur. (2017)
pokazali su da interakcija vlasnika i psa moZe utjecati na fizioloski i ponaSajni
odgovor tijekom pregleda. Takvi rezultati podupiru razvoj pristupa kojima se nastoji
smanjiti strah i stres tijekom veterinarskih postupaka (Lloyd, 2017; Mariti i sur.,
2015b). VaZzno je, medutim, razlikovati prolaznu aktivaciju HPA osi tijekom pregleda
od dugotrajnog narusavanja dobrobiti. Sklonista predstavljaju jedan od najcesce
proucavanih modela dugotrajnog prilagodavanja pasa. Nakon dolaska u novo
okruzenje psi mogu pokazivati povisene vrijednosti kortizola, nakon ¢ega kod dijela
zivotinja slijedi postupno smanjenje, Sto moZe biti povezano s habituacijom i
prilagodbom (Hennessy, 2013; Hennessy i sur, 2001; Hennessy i sur., 1997).
Medutim, individualne razlike ostaju izraZene, a uvjeti smjestaja, drustveni kontakt,
mogucnost aktivnosti i obogacivanje okoliSa mogu utjecati na dobrobit pasa. Prijevoz
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predstavlja kombinaciju viSe stresora - manipulacije, vibracija, buke, promjene
temperature i ograniCenja kretanja. Radisavljevi¢ i sur. (2017) navode da je
koncentracija kortizola u krvi pasa bila visa neposredno nakon prijevoza nego
24 sata poslije, kada su psi bili smjeStenu u novi okolis, premda razlika nije
bila statisticki znacajna. U istraZivanju Herbel i sur. (2020) zabiljeZen je porast
salivarnog i plazmatskog kortizola u pasa tijekom prijevoza, pri ¢emu ponavljanje
situacije nije dovelo do jasnog smanjenja odgovora na stres. To pokazuje da samo
ponavljanje podrazaja nije dovoljno za pretpostavku da ¢e se svaka Zivotinja na njega
brzo naviknuti. U radnih i sluzbenih pasa povecanje koncentracije kortizola tijekom
aktivnosti ne treba automatski interpretirati kao narusenu dobrobit. Fizioloski
odgovor tijekom rada u velikoj mjeri ovisi o razini uvjezbanosti, iskustvu i
predvidljivosti zadataka. U dobro uvjezbanih pasa porast koncentracije
kortizola najceSce predstavlja fiziolosku prilagodbu povecanim energetskim
zahtjevima, dok se vrijednosti nakon zavrsetka aktivnosti relativno brzo
vrac¢aju na pocetnu razinu (Horvath i sur., 2007). Nacin treninga i interakcije s
vlasnikom takoder moZe utjecati na ponaSanje i dobrobit pasa. U pasa kué¢nih
ljubimaca c¢es¢a primjena kaznenih metoda treninga bila je povezana s nepoZzeljnim
obrascima ponaSanja i slabijim pokazateljima ucenja (Rooney i Cowan, 2011).
Sportska natjecanja, ukljuc¢uju¢i natjecateljske aktivnosti pasa zapreznog tipa i
intenzivne radne aktivnosti, isto tako mogu biti pracena promjenama koncentracije
kortizola. U pasa sudionika natjecanja zabiljeZene su promjene hormonskog
odgovora koje se mogu povezati i s hormonskim stanjem vodica (Mariti i sur,
2015a). Kod pasa ukljucenih u intenzivnu tjelesnu aktivnost opisane su promjene
koncentracije kortizola, pri ¢emu smjer odgovora na stres moze ovisiti o vrsti,
trajanju i intenzitetu aktivnosti te razini uvjezbanosti (Angle i sur., 2009; Rovira i
sur., 2008). Stoga povecanje koncentracije kortizola nakon aktivnosti ne treba uvijek
tumaciti u negativnom kontekstu. U terapijskih pasa opisane su promjene
koncentracije salivarnog kortizola koje su se razlikovale ovisno o tijeku aktivnosti i
ponasanju pasa, Sto podupire potrebu za istodobnim pracenjem fizioloskih i
ponasajnih pokazatelja (Glenk i sur., 2014). Podaci koji se odnose na kinoloske
izlozbe jo$ su ogranic¢eni u usporedbi s veterinarskim pregledima, prijevozom ili
sportskim aktivnostima pa se za sada ne moze izvesti pouzdan zakljucak o obrascu
kortizolnog odgovora pasa na takvim manifestacijama. Pozitivna interakcija izmedu
Covjeka i psa takoder nije uvijek povezana s istim hormonskim odgovorom.
Istrazivanja u skloniStima pokazuju da nacin i karakteristike ljudske interakcije
mogu utjecati na koncentraciju kortizola i ponasanje pasa. Primjerice, mazZenje moze
ublaziti stresni odgovor na venepunkciju (Hennessy i sur., 1998).
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Tabela 2. Odredivanje koncentracije kortizola kod pasa u razli¢itim situacijama.

Situacija

Veterinarski
pregled

Boravak u
sklonistu

Prijevoz

Rad i trening
sluzbenih pasa

Sporti
natjecanje

Terapijski rad

Interakcija
Covjek-pas

Uobicajeni nalaz

Cesto prolazno
povecanje

PoviSenje nakon
dolaska; potom
prilagodba kod dijela
pasa

Prolazno povecanje

Aktivacija tijekom
zadatka; obrazac
odgovora ovisi o

nacinu rada

Promjenjiv odgovor;
moguce povecanje

Nema jednoznacnog
obrasca odgovora;
promjene mogu biti
blage

Varijabilan odgovor

Kljucni
c¢imbenici
interpretacije

Cekanje,
manipulacija,
prethodno
iskustvo,
prisutnost
vlasnika

Trajanje
boravka,
drustveni
kontakt,
obogactivanje
okolisa

Trajanje,
prethodno
iskustvo, nacin
prijevoza,
prisutnost
vlasnika

UvjeZbanost,
vrsta zadatka,
nacin treninga

Fizicki napor,
uzbudenje,
kontekst
natjecanja

Trajanje rada,
broj interakcija,
individualne
razlike

Kvaliteta odnosa,
poznata osoba,
vrsta interakcije
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Tabela 3. Cimbenici koji utje¢u na koncentraciju kortizola i oteZavaju interpretaciju.

Cimbenik

Dob i fiziolosko
stanje

Pasmina i
temperament

Prethodno iskustvo

Zdravstveno stanje

Vrijeme
uzorkovanja

Vrsta bioloskog
uzorka i
laboratorijska
metoda

Genetska podloga

Mogucdi utjecaj na
kortizol

Promjena bazalnih
vrijednosti

Razlicita reaktivnost

Habituacija ili
pojacan odgovor

Promjena bazalnog i
izazvanog odgovora

Varijabilnost
vrijednosti

Analiticka i
vremenska
varijabilnost

Moguca razlika u
osjetljivosti na
glukokortikoide

Zasto je vazan

Razlike u regulaciji
HPA osi

Pasminske razlike i
individualni nacin
reagiranja na stres

UtjeCe na doZzivljaj
podrazaja

Bolesti mogu
aktivirati ili
mijenjati aktivnost
HPA osi

Kortizol nije
konstantan;
uzorkovanje mora
biti standardizirano

Razli¢ite metode i
uzorci nisu nuzno
izravno usporedivi

NR3(C1 idrugi
kandidatni geni

CIMBENICI KOJI OGRANICAVAJU INTERPRETACIJU

Reference
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2025;
Kemppainen i
Sartin, 1984
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2025; Csoltova i
sur., 2017

Herbel i sur.,,
2020;
Hennessy, 2013
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2021; Behrend i
sur., 2013

Chmelikova i
sur., 2020;
Kemppainen i
Sartin, 1984

Schroers i sur.,
2025; Palme,
2019

Tayler i sur.,,
2022; Kallai i
sur., 2021;
Costai sur.,
2016

Aktivacija HPA osi, a samim time i povecanje koncentracije kortizola, nisu uvijek
povezani s negativnim stresom, boli ili naruSsenom dobrobiti. Kao Sto je prikazano u
tablici 3, kortizol je dio adaptacijskog odgovora organizma i koncentracija mu se
moZe povecati tijekom fizitkog napora, igre, treninga, o¢ekivanja nagrade ili drugih
motivirajuc¢ih situacija. Stoga se promjene koncentracije trebaju procjenjivati u
odnosu na vrstu i intenzitet podraZaja te druge pokazatelje fizioloSkog i ponaSajnog
odgovora (Cobb i sur., 2025; Kaszycka i sur., 2025; Koolhaas i sur., 2011). Na rezultat
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utjecu i obiljezja Zivotinje: dob, spol, reprodukcijski status, pasmina, temperament,
prethodna iskustva, socijalizacija, zdravstveno stanje i razina uvjezbanosti mogu
modificirati odgovor HPA osi (Herbel i sur., 2020; Csoltova i sur., 2017; Hennessy,
2013; Hennessy i sur., 1998). Bolesti nadbubrezne Zlijezde i druga patoloska stanja
mogu dodatno promijeniti koncentraciju kortizola te oteZati zakljuivanje o
stresnom odgovoru (Behrend i sur., 2013). Vrijeme i na¢in uzorkovanja predstavljaju
dodatne izvore varijabilnosti. Krv i slina prikladnije su za akutne promjene, dok
dlaka pruza informaciju o duljem razdoblju odgovora na stres. Usporedba rezultata
dobivenih iz razlicitih vrsta biolosSkih uzoraka bez razumijevanja njihove vremenske
dinamike moZe dovesti do pogres$nih zakljucaka (Palme, 2019; Sheriff i sur., 2011;
Mostl i Palme, 2002). Isto vrijedi za laboratorijske metode jer razli¢iti imunokemijski
testovi i kromatografski pristupi ne moraju dati potpuno usporedive rezultate
(Schroers i sur., 2025). Zbog navedenih ogranicenja kortizol treba promatrati kao
jednu komponentu Sire procjene. Model pet domena dobrobiti naglasava da procjena
dobrobiti treba obuhvatiti fizicko zdravlje i funkcionalno stanje, ali isto tako i
iskustva Zivotinje te pozitivna i negativna emocionalna stanja (Mellor i sur., 2020). U
tom smislu kombiniranje izmjerene koncentracije kortizola s ponasanjem, sr¢anom
frekvencijom, varijabilnoS¢u sréanog ritma i drugim klini¢ckim pokazateljima moze
dati pouzdaniju interpretaciju nego oslanjanje na jedan biomarker (Cobb i sur., 2025;
Polgar i sur., 2019; Bergamasco i sur., 2010).

GEN NR3(C1 I INDIVIDUALNE RAZLIKE U ODGOVORU NA STRES

Koncentracija kortizola nije jedini ¢imbenik koji odreduje ucinak glukokortikoida.
Bioloski odgovor ovisi i o osjetljivosti ciljnih tkiva, a glukokortikoidni receptor
predstavlja klju¢nu molekularnu poveznicu izmedu hormona i stani¢nog odgovora.
Receptor je kodiran genom NR3C1, a razli¢iti transkripcijski i proteinski oblici
receptora mogu doprinijeti razlikama u osjetljivosti na glukokortikoide. IstraZivanja
u ljudi pokazala su da varijante NR3C1 gena mogu biti povezane s razlikama u
osjetljivosti na glukokortikoide, regulaciji HPA osi i odgovoru na terapiju (Nicolaides
i sur.,, 2015; Oakley i Cidlowski, 2013). U pasa su dostupni podaci jo$ ograniceni.
Costa i sur. (2016) identificirali su Sest SNP-ova (engl. single-nucleotide
polymorphism) u Kkodiraju¢éim regijama NR3CIa u 97 pasa, ukljucujuéi Ccetiri
sinonimne i dvije nesinonimne varijante. Za dvije nesinonimne varijante
predvideno je da bi mogle biti Stetne za strukturu i funkciju proteina, iako klini¢ko
znacenje tih varijanti nije potvrdeno. Tayler i sur. (2022) proucavali su NR3Cla u
koker Spanijela s primarnom imunotrombocitopenijom. U 24 psa nisu pronadene
prethodno opisane nesinonimne SNP varijante, a istrazena varijanta nije pokazala
jasnu povezanost s brzinom odgovora na glukokortikoidnu terapiju. Kallai i sur.
(2021) pokazali su da kod pasa postoji vise transkriptnih varijanti glukokortikoidnog
receptora te da je smanjena ekspresija odredenih varijanti povezana s nepovoljnijim
ishodom u pasa sa sindromom sustavnog upalnog odgovora. Vazno je, medutim,
razlikovati dokaz postojanja genetske varijabilnosti od dokaza da odredena varijanta
odreduje stresnu reaktivnost. Trenutac¢ni podaci nisu dovoljni da bi se pojedini SNP
gena NR3(1 koristio kao samostalan biomarker stresa ili dobrobiti. Ipak, gen NR3(C1
je posebno zanimljiv zbog svoje srediSnje uloge u signalnom putu glukokortikoida,
dok se istodobno istraZuju i drugi geni povezani s regulacijom HPA osi, ukljucujuci
NR3C2 i FKBP5 (Nicolaides i sur. 2015). Buduéa istrazivanja trebala bi kod istih
zivotinja povezivati genetske varijante i ekspresiju NR3C1 gena s koncentracijom
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kortizola, standardiziranim ponaSajnim pokazateljima i karakteristikama okolisa.
Takav integrirani pristup mogao bi pomo¢i u objasSnjenju dijela individualne
varijabilnosti koja se danas pripisuje samo ,temperamentu” ili prethodnom iskustvu.
Cilj pritom ne bi bio zamijeniti kortizol genetskim markerima, nego povezati razlicite
razine biolosSkog odgovora na stres u jedinstveni model procjene.

INTEGRIRANA PROCJENA STRESA I DOBROBITI

Suvremeni podaci upucuju na potrebu prijelaza s jednostavnog pitanja ,je li kortizol
poviSen?” na sloZeniji pristup koji uzima u obzir $to je Zivotinja dozivjela, koliko je
podrazaj trajao, koji je uzorak uzet i kako se ponasala. Takav pristup posebno je
vazan zato Sto ista promjena koncentracije moZe imati drugacije znacenje u
razli¢itim situacijama. Praktitno, izbor biomarkera treba slijediti istrazivacko
pitanje. Za akutni odgovor na kratkotrajni podraZzaj salivarni kortizol ima posebnu
vrijednost zbog neinvazivnog uzorkovanja i relativno brze dinamike. Za dugotrajniju
izloZenost stresorima korisniji moZe biti kortizol u dlaci. Krv ostaje vazna u klinickoj
endokrinologiji, dok urin i feces mogu imati prednost kada su potrebni kumulativni
pokazatelji i minimalna manipulacija zivotinjom. Niti jedan uzorak nije univerzalno
najbolji. U procjeni dobrobiti posebno je vazno istodobno procjenjivati uvjete u
kojima se Zivotinja nalazi, njezino ponaSanje i zdravstveno stanje. Primjerice,
povecana koncentracija kortizola nakon intenzivnog treninga kod dobro uvjeZbanog
psa koji se brzo oporavlja ne mora imati isto znacenje kao povecanje koje se ponavlja
u psa s izrazenim znakovima straha, izbjegavanja i dugotrajnog poremecaja
ponasanja. Slicno tome, prolazno povecanje tijekom veterinarskog pregleda treba
razlikovati od kroni¢ne izloZenosti nepovoljnim uvjetima. Integracija fizioloskih i
ponasajnih pokazatelja moze se dodatno prosiriti uklju¢ivanjem srcane frekvencije,
varijabilnosti sr¢anog ritma, razine oksitocina i ostalih zdravstvenih pokazatelja te
molekularno-genetskih obiljezja (slika 2).

STRESORI KORTIZOL

> =S PONASANJE
1 OKOLISNI UVJETI bioloski uzorci
« Fizicki stresori e Krv - trenutni odgovor * Emocionalno stanje
¢ Drustveni stresori * Slina — akutni odgovor * Drudtvene interakcije
¢ Okolisni ¢imbenici * Urin / feces - kratkoroéni odgovor * Obrasci ponasanja
« Trajanje, intenzitet i « Dlaka - dugotrajna izloZenost « Ukenje i motivacija
ucestalost izloZenosti
INTEGRIRANA PROCJENA
STRESA I DOBROBITI PASA INDIVIDUALNA /
ZDRAVLIE 1 > ——— GENETSKA PREDISPOZICIJA
Sinteza podataka za procjenu e

KLINICKI POKAZATELJI : ; - (gen NR3C1 i drugi kandidati geni)

razine stresa i dobrobiti pasa

=8 Once zarustvens sianie * Varijacije u genima povezanim
s osjetljivoscu na stres

Pojava bolesti
Stk ¢ Utjecaj na aktivnost HPA osi
* Reprodukcijski status

¢ Utjecaj na ponasanje
i fizioloski odgovor
INTERAKCIJA COVJEK - PAS
* Ucestalost interakcije i privrzenost

* Intenzitet i ucestalost treninga

Slika 2. Integrirani model interpretacije koncentracije kortizola u procjeni stresa i
dobrobiti pasa.
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Upravo takav multidisciplinarni pristup omogucuje da kortizol zadrzi vaznu ulogu,
uzimajuéi u obzir moguénost variranja vrijednosti zavisno od vrste uzorka i
primijenjene laboratorijske metode (Cobb i sur., 2025; Marza i sur., 2024). U suglasju
s modelom pet domena, procjena dobrobiti ne obuhvac¢a samo jedan pokazatelj, ve¢ i
ponasanje, fizicko stanje te pozitivna i negativna iskustva Zivotinje (Mellor i sur.,
2020). Pregledni radovi o kortizolu u pasa takoder naglasavaju potrebu za opreznim
tumacenjem pojedinacnih vrijednosti i povezivanjem fizioloskih, ponasajnih i
patoloskih pokazatelja (Marza i sur., 2024).

ZAKLJUCAK

Kortizol ostaje jedan od najkorisnijih fizioloskih pokazatelja aktivnosti HPA osi u
pasa. Njegova vrijednost proizlazi iz moguénosti odredivanja u razli¢itim bioloSkim
uzorcima i primjene u velikom broju istrazivackih i klinickih situacija. Medutim,
interpretacija mora biti uskladena s vremenskim okvirom pojedinog uzorka,
nacinom uzorkovanja, analitickom metodom i karakteristikama Zivotinje. Pregled
istrazivanja pokazuje da se koncentracija kortizola mijenja tijekom veterinarskih
postupaka, prijevoza, boravka u sklonistu, sportskih i radnih aktivnosti te razlic¢itih
oblika interakcije ¢ovjeka i psa. Te promjene ne mogu se automatski oznaciti kao
dokaz negativnog stresa ili naruSene dobrobiti. Individualne razlike u odgovoru
proizlaze iz sloZene interakcije okoliSnih, fizioloSkih, ponaSajnih i genetskih
Cimbenika. Gen NR3(1 jedan je od kandidatnih gena u istraZivanjima individualne
osjetljivosti na glukokortikoide, ali sadasnji podaci nisu dovoljni za njegovu primjenu
kao samostalnog biomarkera stresne reaktivnosti. Buduca istrazivanja trebala bi
povezati kortizol, ponasanje, zdravstveno stanje, okoliSni kontekst i genetske
pokazatelje. Takav integrirani pristup mogao bi omoguditi pouzdaniju procjenu
stresnog odgovora i dobrobiti pasa te bolje razumijevanje razloga zbog kojih jedinke
razlicito reagiraju na iste podrazaje, uz opreznu interpretaciju genetskih nalaza.

Napomena: Ovaj rad izraden je u okviru institucionalnog istrazivackog projekta
GenCortDog-GCD, financiranog u sklopu poziva Veterinarskog fakulteta SveuciliSta u
Zagrebu za financiranje institucionalnih istrazivackih projekata sredstvima iz izvora
581 - Mehanizam za oporavak i otpornost, Europska unija - NextGenerationEU.
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Summary

Stressors of varying intensity are an integral part of dogs’ lives and may affect their
behaviour, health status and overall welfare. Activation of the hypothalamic-
pituitary-adrenal (HPA) axis leads to increased cortisol secretion, making cortisol
one of the most widely used physiological indicators of the stress response. Cortisol
can be measured in a range of biological samples, including blood, saliva, urine,
faeces and hair, each providing insight into different aspects of stress-related
physiological activity.
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37. SAVETOVANJE VETERINARA SRBIJE

Alterations in cortisol concentrations may occur in dogs exposed to a wide range of
situations, including shelter housing, transportation, veterinary procedures,
environmental changes, sporting activities and participation in dog shows. At the
same time, substantial inter-individual variation in the magnitude of the response
may be observed even among dogs exposed to comparable environmental
conditions. The observed variation may reflect the combined effects of
environmental influences, physiological status and genetic background. Hair cortisol
analysis has gained interest as an indicator of long-term stress exposure because it
reflects HPA axis activity over extended periods. In contrast, salivary cortisol
determination represents a practical and non-invasive method for assessing acute
responses to specific stimuli. Blood cortisol measurement allows the assessment of
short-term changes in cortisol concentrations, although the sampling procedure
itself may influence the animal’s stress response. Urinary and faecal cortisol
measurements provide a broader, time-delayed insight into glucocorticoid excretion
and metabolism and may therefore be useful for assessing cumulative stress
responses. The complementary information contained in different biological samples
enables a broader assessment of the stress response, particularly when physiological
measures are interpreted alongside behavioural indicators.

In addition, research has begun to examine genetic factors that may influence
individual stress responsiveness, particularly NR3C1 gene, which encodes the
glucocorticoid receptor. Understanding the relationships between cortisol
concentrations, stress responsiveness and genetic background could facilitate the
identification of more reliable welfare biomarkers, improve welfare assessment in
dogs and support more individualized management and care of dogs exposed to
diverse environmental and social challenges.

Keywords: animal welfare, biomarkers, cortisol, dog, glucocorticoid receptor, stress.
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