Veterinarski fakultet

Filip Kajin

Istrazivanje bioloskih biljega bolesti donjih
disnih puteva pasa u uzorcima

bronhoalveolarnog ispirka, sline i seruma

DOKTORSKI RAD

Zagreb, 2024.



Veterinary Faculty

Filip Kajin

BIOMARKER ANALYSIS OF
BRONCHOALVEOLAR LAVAGE SAMPLES,
SALIVA AND SERUM IN DOGS WITH
LOWER AIRWAY DISEASE

DOCTORAL DISSERTATION

Zagreb, 2024.



Veterinarski fakultet

Filip Kajin

Istrazivanje bioloskih biljega bolesti donjih
disnih puteva pasa u uzorcima

bronhoalveolarnog ispirka, sline i seruma

DOKTORSKI RAD
Mentori:

izv. prof. dr. sc. lva Smit, dr. med. vet

izv. prof. dr. sc. Vladimir Stevanovi¢, dr. med. vet.

Zagreb, 2024.



Veterinary Faculty
Filip Kajin
BIOMARKER ANALYSIS OF
BRONCHOALVEOLAR LAVAGE SAMPLES,

SALIVA AND SERUM IN DOGS WITH
LOWER AIRWAY DISEASE

DOCTORAL DISSERTATION

Supervisors:

Assoc. Prof. lva Smit PhD

Assoc. Prof. Vladimir Stevanovi¢ PhD

Zagreb, 2024.



VETERINARSKI FAKULTET

IZJAVA

Ja, Filip Kajin, potvrdujem da je moj doktorski rad izvorni rezultat mojega rada te da se u
njegovoj izradi nisam koristilo drugim izvorima do onih navedenih u radu.

(potpis studenta)

Zagreb, 2024.



ZAHVALE

Prvenstveno se zahvaljujem mojim mentorima lvi i Vladi na inspiraciji, savjetima,
(moralnoj) pomoci, strpljenju i “guranju’; bez vas ovo istrazivanje nikako ne bi bilo

moguce. Hvala vam sto ste me vodili kroz ovaj labirint rijeci.

Zahvaljujem se svim djelatnicima Klinike za unutarnje bolesti i Laboratorija koji su
moralno pomagali i bili podrska u raznim fazama izrade doktorata, te na razumijevanju
prilikom pisanja. Vasa mi je podrska omogucila nesmetano istraZivanje i pisanje i bez

vas ne bi bilo ovog rada.

Veliko hvala prof. Mrljaku i djelatnicima Laboratorija za proteomiku, Josipi, Dini i
Ivani, na ogromnoj pomoci, dijeljenju znanja, dobroj volji i angazmanu koji su bili

nuzni za ovaj doktorat.

Zahvaljujem se djelatnicima Virusoloskog laboratorija na pomoci prilikom obrade
uzoraka i podataka, kao i profesoricama Habus, Hadzini i Stritof na podijeljenom

znanju i savjetima.

Hvala Zeljani na lekturi teksta, kao i na zanimljivim diskusijama o gramatici i

pravopisu hrvatskog jezika.

Ani, Relji i Holgeru, mojim “bivsim” mentorima, c¢ije me vodstvo u svijetu veterine
oblikovalo i pruzilo mi okvire, koji su mi i dalje uzor ne samo zbog znanja koje
nesebicno dijele, vec i zbog ljudskosti, prizemljenosti i osobnog integriteta, kombinacije

na koju se rijetko nailazi.

Hvala mojim roditeljima i bratu (i ostatku Sire obitelji), sto me ve¢ dugi niz godina
strpljivo prate i pruzaju podrsku kroz mirne i nemirne vode, (strpljivo) slusaju sva moja

lamentiranja i pruzaju mi potporu u pracenju mojih snova.

Hvala i mojim prijateljima, koji su vjerovali u mene i kada ja nisam, i koji su vjerno

pratili moje uspone i padove.



Posljednje, ali najvaznije zahvale:
Mojoj supruzi Ines, na najljepsoj ljubavnoj prici, bezgranic¢noj podrsci, podmetanju
leda. Hvala ti sto si hodala sa mnom kroz ovo iskustvo od samoga pocetka, bez tebe ne

bih bio ovdje.

Mojim sinovima, Lucasu i Nikolaju, koji me inspiriraju i pune moje srce veseljem svaki
dan. Nadam se da ¢ée ono sto radim posluziti i vama kao inspiracija da uvijek pratite

vase Snove.



SAZETAK

Bolesti donjih disnih puteva Ceste su u pasa, s variraju¢im klini¢kim znakovima, od
blagog kroni¢nog kaSlja pa sve do oteZanog disanja 1 kolapsa. Bolesti donjih diSnih puteva
obuhvacaju upalne (sterilne ili zarazne), tumorske te neupalne i neneoplasticne bolesti koje
zahvacaju strukture du$nika, bronha, bronhiola, alveola, plu¢nog intersticija i vaskulature

pluca.

S obzirom na to da je dijagnostika navedenih bolesti ¢esto komplicirana, dugotrajna i
invazivna, a pretragom dostupne literature uocava se nedostatak manje invazivnih
dijagnostickih metoda, poput bioloskih biljega koji bi se mogli dokazati u lakse dostupnim
uzorcima poput sline ili seruma, cilj ovog istrazivanja bio je otkriti klini¢ke, laboratorijske i
molekularne bioloske biljege te provesti proteomsku analizu bronhoalveolarnih ispiraka,
seruma i sline pasa oboljelih od bolesti donjih di$nih puteva, sa svrhom otkrivanja proteina koji

bi mogli posluziti kao biomarkeri u buduéim istrazivanjima.

Rezultati rada pokazali su da su upalne bolesti bile najzastupljenije u nasoj populaciji
pasa, da su uzrocnici koji se povezuju sa zaraznim kasljem pasa rijetko izolirani molekularnom
metodom iz uzoraka bronhoalveolarnih ispiraka, da je suhi kasalj bio znacajno prisutniji u
skupini pas sa upalnim bolestima, dok je vrijednost hematokrita bila znacajno niza, a
koncentracija C-reakativnog proteina zna¢ajno viSa u skupini s neoplasticnim bolestima u
odnosu na ostale skupine. Proteomskom analizom analizirano je 36 uzoraka seruma, 37
uzoraka bronhoalveolarnih ispiraka te 22 uzorka sline pasa s boles¢u donjih disnih puteva i
kontrolne skupine bez bolesti donjih disnih puteva, te je utvrdeno 28 proteina cija Se
zastupljenost statisticki znacajno razlikovala medu skupinama. Vecéina navedenih proteina
usko je povezana s imunosnim sustavom i sustavom zgrusnjavanja, koji su medusobno
isprepleteni sa svrhom obrane organizma. Analiza proteoma daje uvid u brojne vazne funkcije

organizma i otkriva potencijalne bioloske biljege bolesti.

Kljucne rijeci: pas, proteomika, di$ni sustav, biomarkeri, bioinformatika, PCR, zarazni

kasSalj



EXTENDED ABSTRACT

INTRODUCTION

Lower airway disease is common in dogs, and includes a plethora of sterile and
infectious inflammatory, neoplastic and degenerative disease of the trachea, bronchi,
bronchioles, alveoli, pulmonary interstitium and lung vasculature. Depending on the severity
of the disease, they can manifest variably; from a mild, barely noticeable cough to reduced
activity tolerance, rapid and difficult breathing, weakness and collapse due to disturbances in
blood oxygenation. Therefore, the goal of evaluating a dog with signs of respiratory tract

disease is to arrive at a specific diagnosis, using the least invasive means as possible.

The clinical approach to a dog with suspected lower respiratory tract disease often
presents a diagnostic challenge and requires the application of numerous diagnostic procedures
such as: imaging diagnostics, parasitological, microbiological and cytological examinations of
samples obtained by bronchoalveolar lavage, bronchoscopy, transthoracic lung puncture, lung
tissue biopsy. These are, in the long run, financially demanding and invasive. Some, such as
bronchoscopy and bronchoalveolar lavage, computed tomography, require sedation or general
anesthesia, which is difficult to perform in certain patients for medical or material reasons,

which necessitates the discovery of novel less invasive and speedier biomarkes.

A biomarker is a characteristic objectively measured and evaluated as an indicator of
normal biologic processes, pathogenic processes, or pharmacologic responses to a therapeutic
intervention. A significant subset of the molecules used as biological markers are proteins, and,
because the expression of proteins depends on the state and environment in which the cell is
located pathological conditions lead to different protein expression, making the proteome of a
given cell or organism dynamic. Currently, there is no established biomarker that can be used
with high sensitivity and specificity to prove a certain disease of the lower respiratory tract,
while at the same time excluding other diseases, causing numerous workgroups trying to
discover a potential biomarker. Surfactant A, C-reactive protein, MUC5AC-like messenger
ribonucleic acid, the chemokines CCL2 and CXCLS, transforming growth factor 1 (TGF-f1)

and matrix metalloproteinase-9 (MMP-9) have all been researched in serum or bronchoalveolar



lavage fluid of dogs with lower respiratory disease, none providing adequate diagnostic yield

int he clinical setting.

Proteomics, as a study of proteins, enables a comprehensive analysis of the whole
proteome of a cell or tissue, lead to improved disease diagnosis, novel drug discovery, and
therapeutic interventions, all aimed at enhancing animal and human health alike. In this
context, proteomics emerges as a critical new technology, focusing on detailed examinations
of protein composition, abundance, structure, function, and interactions. Novel biomarkers are
being discovered using this method as of recent, providing and advancement the field of

minimally invasive diagnostics.

HYPOTHESIS AND AIMS OF THE RESEARCH

The review of current knowledge did not identify any potential biological markers used
for the diagnosis or monitoring of neoplastic diseases of the lower respiratory tract, and the
diagnostic process is also complicated due to the common isolation of pathogens associated
with the canine infectious respiratory disease complex (CIRDC) from dogs with lower
respiratory tract disease, some of which have still equivocal significance in other inflammatory

or even neoplastic disease.

Therefore, the objectives of this research are to determine the presence and clinical
manifestations of lower respiratory tract disease of dogs in our clinical setting, to determine
the presence of pathogens associated with CIRDC and to apply proteomics as a mean of
identifying possible biomarkers of inflammatory, neoplastic and
noninflammatory/nonneoplastic disease under the hypothesis that protein expression will differ

between the groups, making identification of novel biomarker-candidates possible.
MATERIAL AND METHODS
Clinical data, examination and laboratory findings, as well as aliquoted serum, saliva

and bronchoalveolar lavage fluid (BALF) samples were retrospectively collected from dogs

that underwent routine diagnostics due to respiratory clinical signs.



Data from the patient's history, clinical examination, laboratory findings,
parasitological examination, diagnostic imaging, bronchoscopy as well as cytological and
microbiological examination of the bronchoalveolar lavage samples were collected for
statistical analysis. Patients were grouped into four categories, based on the final diagnosis that
was reached. The groups were: inflammatory disease, neoplastic disease and non-
inflammatory/non-neoplastic disease. A control group of dogs that underwent diagnostic
procedures for respiratory tract disease, but a diagnosis of lower respiratory tract disease was

excluded, formed the control group for this research.

Samples of serum, saliva and bronchoalveolar lavage fluid stored at -80°C were
retrieved for analysis which included molecular PCR analysis and proteomic analysis of the
samples. PCR for detection of pathogens associated with CIRDC was conducted on BALF and
included: canine adenovirus 2, canine distemper virus, canine influenza viruses, canine
herpesvirus 1, canine parainfluenza virus, canine respiratory coronavirus, Bordetella
bronchiseptica (Bb), Mycoplasma spp. and Mycoplasma cynos. Proteomic analysis of serum,
saliva and BALF was conducted applying a semi-quantitative proteomic approach using
isobaric tags that allow multiplexing - simultaneous analysis of six samples according to the
previously described protocol using liquid chromatography with tandem mass spectrometry

(LC-MS-MYS). Statistical and bioinformatic analyses were performed on the proteomics data.

RESULTS

Thirty-seven (37) dogs were included in the study after applying the exclusion criteria.
Aliquoted serum samples (N=36), bronchoalveolar fluid samples (N=37) and saliva samples
(N=22) from these dogs were retrieved for further proteomic analysis, and the bronchoalveolar

fluid samples for molecular analysis as well.

Based on the final diagnosis, four different groups were distinguished for further
proteomic and statistical analysis: “inflammatory disease”, (46%) “neoplastic disease” (22%),
“noninflammatory/nonneoplastic disease” (16%) and the control group (16%). The most
frequently diagnosed diseases were from the group of inflammatory diseases of the lower

respiratory tract; chronic bronchitis (N = 6), purulent bronchopneumonia (N = 5), CIRDC (N

\



= 3), eosinophilic bronchopneumopathy (N = 2), and purulent tracheobronchitis (N = 1). From
the group of neoplastic diseases, both primary lung neoplasms (N = 4) and secondary
(metastatic) lung neoplasms (N = 4) were diagnosed. From the group of non-inflammatory and
non-neoplastic diseases, bronchial collapse was most diagnosed (N = 6), of which one dog also
had hypoplasia of the trachea, and another had tracheal collapse along with bronchial collapse.
The control group included dogs with the following final diagnoses: purulent rhinitis, bilateral
laryngeal paralysis, brachycephalic airway obstruction syndrome, bilateral pneumothorax with
simultaneous chest effusion of unknown aetiology, chest effusion of unknown aetiology and

primary megaoesophagus.

Data on the signalment, history and clinical presentation did not reveal any relevant
deviation to the data from published literature. A dry cough was significantly present in the
majority of dogs with inflammatory diseases compared to other groups. Statistical analysis of
the laboratory findings revealed that the hematocrit value was significantly lower, and the
concentration of serum C-reactive protein significantly higher in the group with neoplastic

diseases compared to the other groups.

Causative agents associated with canine infectious respiratory disease complex were
rarely isolated by molecular methods from bronchoalveolar lavage samples with B.
bronchyseptica being isolated in only one dog, whilst the microbiological examination of the
bronchoalveolar fluid revealed this agent in four dogs. Mycoplasma species nucleic acid was

found in bronchoalveolar fluid samples of 11 dogs, none of which had Mycoplasma cynos.

Proteomic analysis analysed 36 serum samples, 37 bronchoalveolar lavage samples,
and 22 saliva samples from dogs with lower respiratory tract diseases and a control group
without lower respiratory tract diseases. In total, 28 proteins with at least two unique peptides,
present in at least 50 % of all samples were determined, with statistically significantly different
abundances between the four groups. Most of the mentioned proteins are closely related to the
immune system and coagulation, which are intertwined with the purpose of defending the host.
Proteome analysis provides insight into numerous important functions of the organism and

reveals potential biological markers of lower respiratory disease of the dog.
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POPIS OZNAKA | KRATICA

APOH — beta-2-glikoprotein 1 (engl. beta-2-glycoprotein 1)

AMBP — protein AMBP

APOAZ2 — apolipoprotein A-II

BAL — bronhoalveolarno ispiranje (engl. bronchoalveolar lavage)

B-BAL — bronhoskopsko bronhoalveolarno ispiranje

BCS - procjena tjelesne kondicije (engl. body condition score)

CAV-2 — pseci adenovirus 2 (engl. canine adenovirus type 2)

CCL2 — kemokinski ligand 2 (engl. chemokine ligand 2)

CDV - virus stenecaka (engl. canine distemper virus)

CaHV-1 — psec¢i herpesvirus 1 (engl. canine alphaherpesvirus type 1)

CFU — jedinica formirajuéih kolonija (engl. colony forming unit)

CLEC3B — C-tip lektina domene obitelji 3 ¢lan B (engl. C-type lectin domain family 3 member
B)

CIRDC - kompleks zaraznih diSnih bolesti pasa, kaSalj Stenare, zarazni kasalj pasa (engl.
canine infectious respiratory disease complex)

CIV —virus influence pasa H3N8 (engl. canine influenca virus H3N8)

CnPnV — pneumovirus pasa (engl. canine pneumovirus)

CPIV —virus parainfluence pasa (engl. canine parainfluenca virus)

CRCoV - respiratorni koronavirus pasa (engl. canine respiratory coronavirus)

CRP — C-reaktivni protein

CT — kompjutorizirana tomografija (engl. computed tomography)

EDTA — etilen-diamino-tetraoctena kiselina (engl. ethylenediaminetetraacetic acid)

EGFR — receptor epidermalnog faktora rasta (engl. epidermal growth factor receptor)

F — ¢imbenik zgrusavanja (engl. coagulation factor)

F2 — protrombin

FDR — postotak krivih ocitanja (engl. false discovery rate)

GO — genska ontologija

ITIH3 — inter-alfa-tripsin inhibitor teSkog lanca (engl. inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain
3)

IQR — interkvartilni raspon (engl. interquartile range)

Xl



ITIH3 — teski lanac 3 inter-alfa inhibitora tripsina (engl. inter-alpha-trypsin inhibitor heavy
chain 3,)

KOPB — kroni¢na opstruktivna plu¢na bolest

LC — tekucinska kromatrografija (engl. liquid chromatography)

LAHPS — sindrom lupus antikoagulans-hipoprotrombinemije

MMP-9 — matrikalna metaloproteinaza-9

MR — magnetska rezonancija (engl. magnetic resonance)

MRNK - glasnic¢ka ribonukleinska kiselina (engl. messenger ribonucleic acid)

MS — spektrometrija masa (engl. mass spectrometry)

MUC-5AC — mucin-5AC

m/z — omjer mase i naboja iona (engl. mass-to-charge ratio)

NB-BAL - nebronhoskopsko bronhoalveolarno ispiranje (,,slijepo*“ bronhoalveolarno
ispiranje)

PaO2 — parcijalni tlak kisika

PaCO2 — parcijalni tlak ugljicnog dioksida

PIINP — prokolagen tipa 111 aminoterminalnog propeptida

PCR — lan¢ana reakcija polimerazom (engl. polymerase chain reaction)

PCA — analiza glavnih komponenti (engl. principal component analysis)

protein AMBP — protein prekursor alfa-1-mikroglobulina/bikunina (engl. protein alpha-1-
microglobulin/bikunin precursor)

RT-PCR — lan¢ana reakcija polimerazom u stvarnom vremenu (engl. real-time polymerase
chain reaction)

SERPINGL1 - ¢lan 1 obitelji serpina G (engl. serpin family G member 1)

Th2 limfociti — pomocnicki T-limfociti tip 2 (engl. T helper 2)

UZV — ultrazvuk
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1. UvOD

Bolesti donjih disnih puteva ceste su u pasa, a zbog poremecaja u oksigenaciji krvi
mogu biti zivotno ugrozavajuce za pacijenta. U ovom ¢e se radu termin bolesti donjih disnih
puteva odnositi na bolesti koje zahvacaju dusnik, bronhe, bronhiole, alveole, plué¢ni intersticij
i vaskulaturu plu¢a (HAWKINS, 2020.). Bolesti donjih disnih puteva mogu se podijeliti na:
upalne i neoplasticne bolesti traheje i bronha, upalne (sterilne, bakterijske, virusne, gljivicne i
parazitske pneumonije) i neoplasti¢ne bolesti plu¢nog parenhima, edem pluca (kardiogeni i
nekardiogeni) i intersticijske bolesti pluéa (neupalne, neneoplasticne bolesti plu¢nog
intersticija) (ETTINGER i sur., 2024.).

Klini¢ki su znakovi promjenjivi, od blagog, tek zamjetnog kaslja do smanjene
tolerancije aktivnosti, ubrzanog i otezanog disanja, slabosti i kolapsa (HAWKINS, 2020.). Oni
mogu dramati¢no smanjiti kvalitetu Zivota 1 biti neugodni 1 uznemirujuci za vlasnike pasa
(HSIEH i BEETS, 2020.). Zbog toga je cilj procjene psa sa znakovima bolesti disnog sustava

do¢i do specifi¢ne dijagnoze §to prije, koriste¢i se pritom najmanje invazivnom dijagnostikom.

Klini¢ki pristup psu sa sumnjom na bolest donjih di$nih puteva Cesto je dijagnosticki
izazov 1 zahtijeva primjenu mnogobrojnih dijagnostickih postupaka, poput slikovne
dijagnostike, parazitoloskih, mikrobioloskih 1 citoloskih pretraga uzoraka dobivenih
bronhoalveolarnim ispiranjem, bronhoskopije, transtorakalne punkcije pluca, biopsije plu¢nog
tkiva i slicno (HAWKINS, 2020.). Navedene pretrage su dugotrajne, financijski zahtjevne i
invazivne. Za neke, poput bronhoskopije i bronhoalveolarnog ispiranja, kompjutorizirane
tomografije, potrebna je sedacija ili opéa anestezija, S§to je U odredenih pacijenata, iz

medicinskih ili materijalnih razloga, tesko provedivo.



2. PREGLED DOSADASNJIH ISTRAZIVANJA

2.1. DIJAGNOSTICKI PRISTUP PSU S BOLESCU DONJIH DISNIH PUTEVA

2.1.1. ANAMNEZA, NACIONAL I KLINICKI ZNAKOVI

Dijagnosticki pristup psu kod kojega se sumnja na bolest donjih disnih puteva pocinje
ve¢ prilikom uzimanja podataka o Zivotinji 1 povijesti bolesti. Podatci o zivotinji omogucuju
prioritiziranje liste diferencijalnih dijagnoza, npr. mladi, imunokompromitirani ili necijepljeni
psi imaju vecu vjerojatnost imati zaraznu bolest dok je u starih zivotinja mogucnost
novotvorine kao uzroka bolesti ve¢a nego u mladih (ETTINGER i sur., 2024.). Pojedine
pasmine pasa predisponirane su za odredene genetske ili nasljedne bolesti, poput kroni¢ne
pluéne fibroze u zapadnoskotskih terijera (HEIKKILA i sur., 2011.). Grada lubanje takoder
moze pruziti tragove o etiologiji bolesti, pa su tako dolihocefalicne pasmine sklonije tumorima
nosa ili aspergilozi, dok su brahicefalicne pasmine sklonije hipoplaziji dusnika (koja uz
produljenje mekog nepca i promjene na nosnicama pridonosi opstrukciji di$nih puteva)
(RIECKS i sur., 2007.; ETTINGER i sur., 2024.).

Najces¢i klinicki znak u pasa s bolestima donjih di$nih puteva jest kasalj, a u slucaju
da bolest dovodi do poremecaja u oksigenaciji krvi, mogu se vidjeti i znakovi poput
nepodnosenja tjelesnog napora, slabosti, cijanoze vidljivih sluznica, sinkope i respiratornog
distresa (HAWKINS, 2020.). U nekih zivotinja mogu se vidjeti i nespecifi¢ni znakovi bolesti,
koji ne pomazu u lokalizaciji, poput poviSenja tjelesne temperature, anoreksije, letargije i

gubitka tjelesne mase (HAWKINS, 2020.).

Kasalj je obrambeni mehanizam, odnosno refleks, koji ukljucuje eksplozivno
oslobadanje zraka iz plu¢a kroz usta (HAWKINS, 2020.). Nastaje kao posljedica udisanja
iritantnih ili Stetnih tvari, iako upala i pritisak na Zdrijelo ili traheobronhalno stablo mogu
potaknuti ovaj refleks (ETTINGER i sur., 2024.). U ljudi se lista diferencijalnih dijagnoza
smanjuje klasificiraju¢i kasalj kao produktivan ili neproduktivan, ali u veterinarskoj medicini
to je Cesto neprakti¢no, jer kod bolesti koje bi trebale uzrokovati produktivan kasalj on Cesto
ne uocava (HAWKINS, 2020.). Produktivan kaSalj se naj¢es¢e povezuje s upalnim bolestima

(zaraznim ili sterilnim) diSnih puteva ili alveola, te sa zatajivanjem srca (JOHNSON, 2010.).



Hemoptiza, iskaSljavanje krvi, je neucestali znak oboljenja donjih diSnih puteva i
najéesce se pojavljuje kod kardiopulmonalne dirofilarijaze i kod novotvorina pluca, a rjede kod
gljivicnih pneumonija, stranih tijela, teSkog zastojnog zatajivanja srca, plué¢ne tromboembolije,

torzije pluénog krila ili koagulopatija (HAWKINS, 2020.).

Razlike u zvuku kaslja mogu pomo¢i u lokalizaciji i odredivanju prirode nastanka istog.
Primjerice, kasalj koji nastaje u velikim diSnim putevima (duSnik, glavni bronhi) je Cesto
pracen zvukom nalik na glasanje guske (engl. ,, goose honk ) koji nastaje ako se zrak s naporom
izbacuje kroz suZene ili kolabirane segmente (ETTINGER i sur, 2024.). Cesto se takav kagalj
pojavljuje u paroksizmima koji su neprogresivni, odnosno, svaki kasalj nalikuje na prethodni.
S druge strane, kasalj koji nastaje zbog bolesti alveola ili malih di$nih puteva (bolesti poput
bronhopneumonije ili kroni¢nog bronhitisa) ¢esto je prac¢en dubokim udahom i moze se pojaviti
u paroksizmima, koji pocinju tiho 1 naknadno bivaju glasniji, prate¢i sekret koji se pomice

prema velikim diSnim putevima (ETTINGER 1 sur, 2024.).

Bolesti koje dovode do smanjene sposobnosti pluca da oksigeniraju krv dovest ce
(ovisno o trajanju i tezini bolesti) do znakova od blagog ubrzanja frekvencije disanja, smanjene
aktivnosti, pa sve do nepodnoSenja tjelesnog napora i respiratornog distresa u mirovanju
(HAWKINS, 2020.). Psi u respiratornom distresu ¢esto stoje ispruzenih vratova i laktova u
abdukciji te imaju naglaSene pokrete abdominalne muskulature (HAWKINS, 2020.). Psi tada
vrlo Cesto disu otvorenih usta kako bi izbjegli otpor prisutan u nosu i nazofarinksu (ETTINGER

i sur., 2024.).

Boja vidljivih sluznica daje dodatan podatak o oksigenaciji krvi, pa je tako bljedilo
sluznica povezano s akutnom hipoksemijom, dok je cijanoza (plavicasto obojenje sluznica)
znak teSke hipoksemije i oznaCava da su prijedene moguénosti kompenzacije za taj stupanj

respiratorne disfunkcije (HAWKINS, 2020.).

Pacijenti u respiratornom distresu zbog bolesti donjih diSnih puteva, koje zahvacaju
velike diSne puteve, najceS¢e imaju fizioloSku (ili blago povisenu) frekvenciju disanja s
naglasenim i glasnim ekspirijem, dok pacijenti s bolestima malih donjih di$nih puteva imaju

ubrzano i plitko disanje (ETTINGER i sur., 2017.; HAWKINS, 2020.).



Fizioloski Sum nad plu¢nim poljem nastaje zbog turbulentnog strujanja zraka unutar
velikih disnih puteva, dok laminarno strujanje unutar manjih di$nih puteva ne generira zvuk u
zdravih Zivotinja. On mozZe biti bronhalan (nastaje nad velikim di$nim putevima, poput vjetra
na olujni dan, glasan, ostar, frekvencije oko 75 — 1000 Hz), vezikularan (nad malim diSnim
putevima na samoj periferiji prsne Supljine, poput lis¢a na blagom vjetru, ispod 400 Hz) ili pak
kombinacija navedenih, tzv. bronhovezikularni zvukovi (ENGLAR, 2019b.). Naglaseni, tzv.
o$triji di$ni Sumovi mogu biti prisutni u zdravih i u bolesnih pasa. Tipi¢an je primjer tjeskoban
pas koji zbog dahtanja i tahipneje ima naglaseniji diSni Sum nad pluénim poljem. S druge
strane, bilo kakav patoloski proces koji promijeni odnosno naglasi turbulentno strujanje zraka
kroz diSne puteve moze dovesti do poostrenja diSnog Suma (ENGLAR, 2019b.). StiSani diSni
Sum takoder se moze pojaviti u zdravih 1 bolesnih jedinki, tim viSe $to pojedine pasmine pasa
imaju debele dla¢ne pokrivace ili su pak pretili, §to onemogucuje prijenos disnih Sumova do
stetoskopa (ENGLAR, 2019b.) Osim toga, krzno moze pridonijeti i stvaranju artefaktnih
zvukova koji mogu biti pogresno protumaceni kao patoloski zvukovi nad pluénim poljem.
StiSan ili odsutan di$ni Sum mozZe uputiti na prisutnost tkiva ili tekucine izmedu stijenke prsnog
kosSa i diSnih puteva (RIJINBERK 1 VAN SLUIJIS, 2009.). Od patoloskih zvukova, nad pluénim
poljem mogu se zabiljeziti hropci i krepitacije (engl. crackles) koji predstavljaju kratke,
isprekidane zvukove poput pucketanja, ili poput razdvajanja ¢i¢ak (Velcro) trake, a mogu biti
finijeg ili grubljeg karaktera, ovisno o veli€ini zahvacenih diSnih puteva. Hropci i krepitacije
pripisuju se brojnim bolestima koje dovode do nakupljanja tekucine (edemske ili upalne)
unutar diSnih puteva, pa se Cesto biljeze u pasa s kroni¢nim bronhitisom, edemom pluca i
pneumonijom (ENGLAR, 2019b.). Zvizduci su, uz hropce/krepitacije, jos jedan patoloski zvuk
koji se moze cuti nad pluénim poljem. Za razliku od hropaca i krepitacija, zvizduci su
muzikalni, kontinuirani zvuk Kkoji nastaje zbog vibracije diSnih puteva uzrokovane
zadebljanjem njegove stijenke (ENGLAR, 2017.). U pasa se najc¢esce opisuju kod kroni¢nog

bronhitisa.

2.1.2. METODE DIJAGNOSTIKE BOLESTI DONJIH DISNIH PUTEVA U PASA

Nakon inicijalnog uzimanje anamneze, dijagnostic¢ki pristup ukljucuje op¢i klinicki
pregled, rendgensku pretragu prsne Supljine i minimalnu laboratorijsku bazu podataka, te se
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daljnji plan i dijagnosticki testovi odreduju iz informacija dobivenih tim pretragama
(HAWKINS, 2020.). Respiratorni znakovi mogu biti u potpunosti posljedica bolesti koje
zahvacaju disni sustav, ali mogu biti 1 o€itovanje disfunkcije drugih organskih sustava (npr.

probavnog, srediSnjeg ziv€anog sustava, krvozilnog itd.) (ETTINGER i sur., 2024.).

2.1.1.1. KLINICKI PREGLED

Klinicki pregled diSnog sustava sluzi da bi dalje usmjerio dijagnosticku obradu na
temelju podataka dobivenih iz uzete anamneze, a osim toga sluzi i za dobivanje informacija o
drugim organskim sustavima i na taj nacin pomaze otkriti druge bolesti ili sistemske bolesti
koje se odrazavaju na dis$ni sustav (npr. metastatske novotvorine) (ETTINGER 1 sur., 2024.;
HAWKINS, 2020.). Posebno je vazno da se obuhvate svi dijelovi diSnog sustava, auskultiraju
pluéa i srca, pregledaju vidljivi dijelovi diSnog sustava (nosnice), te usna sSupljina (ETTINGER
isur.,2024.). Sr¢ani Sum U pasa s mitralnom insuficijencijom je ¢esti nalaz u starijih pasa malih
pasmina koji se zaprimaju s anamnezom kaslja. On moze biti sporedan nalaz, ali i doprinositi

kasSlju U pasa sa zastojnim popustanjem srca i povecanjem lijevog atrija (HAWKINS, 2020.).

2.11.2. RENDGENSKA DIJAGNOSTIKA

Rendgenografija prsne Supljine uvijek je indicirana kod bolesti donjih disnih puteva
(osim u pacijenata u respiratornom distresu) i pomaze lokalizirati patoloske promjene unutar
razlic¢itih anatomskih struktura (srce, plu¢a, medijastinum, pleuralni prostor) ili lokalizirati ih

unutar samog diSnog sustava (vaskularni, bronhijalno, alveolarno, intersticijski) (HAWKINS,
2020.).

2.113. MINIMALNA LABORATORIJSKA BAZA PODATAKA

Rezultati inicijalne minimalne laboratorijske baze podataka pomazu u suzavanju liste
diferencijalnih dijagnoza i prioritiziranju vjerojatnijin uzroka respiratornih znakova, a
istodobno su minimalnoinvazivni (ETTINGER i sur., 2024.). Dijagnosticki postupci za probir
(engl. screening) ukljucuju kompletnu krvnu sliku, biokemijske pretrage i analizu urina
(ETTINGER i sur., 2024.).



2.1.14.

DOKAZ PRISUTNOSTI UZROCNIKA ZARAZNIH I

INVAZIJSKIH BOLESTI

U slucaju sumnje na zaraznu ili invazijsku bolest mogu se primijeniti seroloske,

molekularne ili parazitoloske pretrage uzoraka seruma, pune krvi i/ili bronhoalveolarnog

ispirka (HAWKINS, 2020.; ETTINGER 1 sur., 2024.). Isklju¢ivanje prisutnosti sr¢anog crva

(Dirofilaria immitis) savjetuje se kao rutinska pretraga u bilo kojeg psa koji kaslje, a detaljan

popis najcescih uzro¢nika bolesti donjih disnih puteva nalazi se u tablici 1.

Tablica 1. Ucestali virusni, bakterijski, protozoalni i uzro¢nici bolesti donjih di$nih puteva u

pasa

Virusi

Virus Stenecaka

Bakterije

Protozoe

Paraziti

Psec¢i adenovirus 2

Pseci herpesvirus

Virus parainfluence pasa
Pseci koronavirus

Virus influence pasa H3N8
Pse¢i pneumovirus
Bordetella bronchiseptica
Mycoplasma cynos

Streptococcus equi subsp.

zooepidemicus
Toxoplasma spp.
Neospora spp.
Dirofilaria immitis
Angiostrongylus vasorum
Paragonimus kellicotti
Crenosoma vulpis
Oslerus osleri

Eucoles aerophilus




2.1.15. NAPREDNA SLIKOVNA DIJAGNOSTIKA

Kompjutorizirana tomografija (engl. computed tomography, CT) pruza optimalnu
mogucnost dijagnostike bolesti donjih di$nih puteva jer pruza detaljan, trodimenzionalni prikaz
struktura u kratkom vremenu (ETTINGER i sur., 2024.). CT pruza bolji kontrast medu
prikazanim tkivima te omogucuje bolju detekciju ¢voriéa od standardne rendgenografije
(ARMBRUST i sur., 2012.). Stupanj detalja koji CT pruza omogucuje i kvantificiranje
morfoloSkih lezija poput mjerenja promjera diSnih puteva ili mjerenja debljine bronhalne
stijenke (CANNON i sur., 2013.; SZABO i sur., 2015.). CT snimke s tankim rezovima
omogucuju 1 naknadnu izradu trodimenzionalnih slika koje mogu pomo¢i u lokalizaciji lezije 1

olaksati uzorkovanje lezije (ETTINGER 1i sur., 2024.).

Magnetska rezonancija (MR) omogucuje bolju rezoluciju mekih tkiva od one koja se
dobiva radiografijom ili CT-om (ETTINGER i sur., 2024.). Ograni¢enje MR-a je losa detekcija
lezija kostiju ili hrskavice, a zbog tehnickih i prakti¢nih ograni¢enja (dugo trajanje snimanja,
visoki troskovi, artefakti zbog pomicanja prilikom disanja) nije dobra metoda za slikovnu
dijagnostiku donjih disnih puteva (THRALL, 2023.).

Fluoroskopija omogucuje prikaz dinamickih struktura u stvarnom vremenu te prikaz
diSnog sustava za vrijeme ,,mirovanja‘ i za vrijeme klinickih znakova (poput kaslja), ili tijekom
1 nakon moguc¢ih okidaca (gutanje, trcanje) (ETTINGER 1 sur., 2024.). U kontekstu pretrage
donjih di$nih puteva fluoroskopija je korisna u otkrivanju dinami¢nih poremecaja dusnika ili
bronha, poput kolapsa te stupnjevanju tezine tih poremecaja (MACREADY 1 sur., 2007.).
Navedeni se poremecaji mogu promatrati i nakon indukcije kaslja, a takoder se moze prosuditi
utjecaj kardiomegalije i pokreta srca na kolaps intratorakalnih di$nih puteva (ETTINGER i
sur., 2024.).

S obzirom na to da se ultrazvucni valovi odbijaju na granici izmedu mekih tkiva i zraka,
te kosti i zraka, ultrazvuk (UZV) je od ograniCene koristi u dijagnostici bolesti donjih disnih
puteva (ETTINGER i sur., 2024.). Ultrazvuk moze pomoc¢i u identifikaciji i karakterizaciji
pleuralnih lezija poput masa prsnog kosa, pleuralnih masa, pleuralne tekucine, perifernih masa

pluca, konsolidacije pluca, atelektaza ili apscesa (PACHOLEC i sur., 2021.). Pod nadzorom
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UZV-a moze se uciniti perkutana punkcija masa ili pleuralne tekucine za potrebe citoloskih,

mikrobioloskih ili molekularnih pretraga (WOOD i sur., 1998.).

Nuklearna scintigrafija provodi se apliciranjem radionuklida pacijentu te promatranjem
radioaktivnog raspada u podrucju interesa, a u veterinarskoj se medicini za tu svrhu najcesce
koristi tehnecij 99m (ETTINGER 1 sur., 2024.). Indikacije za nuklearnu scintigrafiju ukljucuju
pomo¢ pri dijagnostici cilijarne diskinezije, poremecaja pluéne perfuzije i ventilacije te u
dijagnostici pluéne tromboembolije (HAWKINS, 2020.). Ograni¢enja ovakve dijagnostike
ukljucuju loSu prostornu rezoluciju (zbog cega se najées¢e kombinira s drugim modalitetima
slikovne dijagnostike), potrebe za specijaliziranom infrastrukturom, nadzorom rada i
sigurnosnim zahtjevima, zbog ¢ega se uglavnom primjenjuje u akademskim ustanovama
(ETTINGER i sur., 2024.).

2.1.1.6. ENDOSKOPSKA PRETRAGA DONJIH DISNIH PUTEVA

Endoskopija omogucuje izravan prikaz lumena proksimalnih dijelova respiratornog
trakta, a u pasa se endoskopija moze primijeniti i za pregled usne Supljine, orofarinksa, nosne
Supljine i nazofarinksa, grkljana, dusnika te prvih nekoliko generacija bronhijalnog stabla (slika
1). Takoder moze olaksati postupke dijagnostickog uzorkovanja iz respiratornog trakta
(ETTINGER 1 sur., 2024.). Endoskopska pretraga donjih diSnih puteva naziva se
traheobronhoskopijom i smatra se jednom od najkorisnijih tehnika za postizanje konacne
dijagnoze bolesti donjih disnih puteva zbog toga Sto omogucuje odredivanje lokacije, stupnja
1 opseg kolapsa trahealnih prstenova za planiranje stabilizacije putem kirurSkog zahvata ili
ugradnje stenta, identificirati izboCenje dorzalne trahealne membrane u trahealni lumen,
dokumentirati izgled sluznice dusnika, prikazati intratorakalni kolaps bronha ili di$nih puteva
te omoguciti prikupljanje bronhoalveolarnog ispirka za daljnje dijagnosticke postupke (poput
mikrobioloske, molekularne ili citoloske pretrage) (JOHNSON, 2010.). Nadalje, mogu se
odabrati ciljana mjesta za uzimanje uzoraka u ku¢nih ljubimaca s fokalnim lezijama
(ETTINGER i sur., 2024.).
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Slika 1. Prikaz fizioloske anatomije bronha pasa. V1 — prvi segmentalni ventralni bronh; V2 —
drugi segmentalni ventralni bronh; D1 — prvi segmentalni dorzalni bronh; D2 — drugi
segmentalni dorzalni bronh; C1 — prvi segmentalni kaudalni bronh; R1 — rostralni
segmentalni bronh. Segmentalni bronhi su podijeljeni na supsegmentalne bronhe: V1a — prvi
supsegmentalni bronh; VV1b — drugi supsegmentalni bronh. LB1 — lobarni bronh lijevog
kranijalnog reznja plu¢a; LB2 — lobarni bronh lijevog kaudalnog reznja pluc¢a; LPB — glavni
bronh lijevog pluénog reznja; RB1 — lobarni bronh desnog kranijalnog reznja plu¢a; RB2 —
lobarni bronh desnog srednjeg reznja pluca; RB3 — lobarni bronh dodatnog reznja pluca; RB4
— lobarni bronh desnog kaudalnog reznja plu¢a; RPB — glavni bronh desnog plu¢nog reznja.
Prilagodeno iz: Amis T. C., B. C. McKiernan (1986): Systematic identification of
endobronchial anatomy during bronchoscopy in the dog. Am J Vet Res;47:2649.

Za traheobronhoskopiju se upotrebljava fleksibilni videobronhoskop koji se sastoji od
insercijske cijevi 1 upravljacke jedinice, kojom se ru¢no upravlja i koja je spojena na izvor
svjetla. Pomocu upravljacke jedinice savija se distalni dio cijevi $to omogucuje rotacijske

pokrete tog dijela endoskopa i bolji prikaz (SMIT i VUCKOVIC, 2024.). Bronhoskopi manjeg



promjera koriste se u macaka i malih pasa, ali mali promjer bronhoskopa ograni¢ava i veli¢inu

radnog kanala. Radni kanal pruza mogucnost upotrebe instrumenta koji moze biti vrlo koristan.

Traheobronhoskopija podrazumijeva pregled dusSnika, gdje se procjenjuje izgled
sluznice, koli¢ina i kvaliteta prisutnog sekreta te bilo kakvih znakova kolapsa. Zatim se
identificira karina te svaki rezanj plu¢a sustavno pregledava. Opisuju se abnormalnosti poput
¢epova sluzi, mukopurulentni iscjetka, krvarenja, stranih tijela, statiCkog ili dinamickog
kolapsa disnih puteva, masa ili ¢vorova te parazita (ETTINGER i sur., 2024.). Fizioloski dusnik
u presjeku izgleda okruglo do ovalno, s minimalnom opusteno$éu dorzalne trahealne
membrane. Na karini ra¢vanje na lijevi i desni glavni bronh daje orijentir za procjenu polozaja
unutar diSnih puteva. Normalni di$ni putevi (slika 2) izgledaju okruglo do ovalno, pokazuju
minimalnu promjenu oblika ili promjera tijekom disanja, sluznica je glatka, sjajna, vlazna 1
svjetloruzicaste boje te mogu sadrzavati minimalnu koli¢inu iscjetka (JOHNSON, 2010.). Svi
dostupni diSni putevi trebaju biti procijenjeni, a abnormalna podrucja s hiperemijom sluznice
ili nakupljanjem sluzi trebaju biti identificirana kao mjesta za bronhoalveolarno ispiranje
(BAL). Ako oc¢ito mjesto patoloskog procesa nije prikazano, desni srednji rezanj ili kaudalni
dio lijevog kranijalnog reznja Cesto se izabiru za BAL jer su usmjereni ventralno i sekret ima
tendenciju nakupljanja u tim reznjevima (JOHNSON, 2010.). Prilikom ulaska u diSne puteve,
endoskop treba drzati u sredini lumena diSnih puteva kako bi se ogranicila kontaminacija iz

gornjih di$nih puteva.

Komplikacije koje se mogu pojaviti nakon bronhoskopije jesu pogorsani kasalj ili
povecana opstrukcija di$nih puteva. Ove se komplikacije najées¢e pojavljuju u pasa koji imaju
tezak kolaps dusnika ili bronhomalaciju jer iritacija diSnih puteva pojacava kasalj, a suzbijanje
respiratornog napora anestezijskim sredstvima omogucuje pasivni kolaps oboljelih velikih 1
malih di$nih puteva (JOHNSON, 2010.).
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Slika 2. Prikaz fizioloske sluznice bronha psa. (autor: I. Smit)

2.1.1.7. BRONHOALVEOLARNO ISPIRANJE

Bronhoalveolarno ispiranje minimalno je invazivan dijagnosticki postupak koji sluzi za
postizanje dijagnoze kod bolesti donjih disnih puteva, osobito kod difuznih bolesti bronha,
pluénog intersticija ili alveola (SMIT i VUCKOVIC, 2024.). Ovo je &esto primjenjivana
tehnika uzorkovanja za dobivanje materijala potrebnog za citolosku, mikrobiolosku i
molekularnu pretragu (ETTINGER 1 sur., 2024.). Moguc¢e komplikacije BAL-a ukljucuju
smanjenje zasic¢enja kisikom, bronhospazam i pneumotoraks. Preporucuje se preoksigenacija
100 %-tnim kisikom prije i poslije BAL-a (pogotovo zivotinjama sa smanjenom respiratornom
funkcijom (ETTINGER i sur., 2024.). Tijekom aspiracije takoder se moZe izvesti kupaza kako
bi se olaksalo vrac¢anje uzorka. Postupak se moZe ponoviti kako bi se dobili adekvatni uzorci,
ovisno o volumenu upotrijebljene fizioloske otopine, veli¢ini pacijenta i respiratornom statusu
pacijenta (ETTINGER i sur., 2024.). Makroskopski, bronhoalveolarni ispirak izgleda kao
zamucena, pjenasta tekuéina zbog prisutnosti surfaktanta iz alveola, a ovisno o karakteru
patoloskog procesa moze imati i krvavu ili gnojnu komponentu (HAWKINS, 2020.). Dio

uzorka moze se odvojiti i u EDTA epruvete za potrebe citoloske pretrage.

Bronhoalveolarno ispiranje putem bronhoskopa (B-BAL) izvodi se nakon §to su
pregledani svi dostupni reznjevi pluéa, nakon ¢ega se bronhoskop usmjerava prema Zeljenom
bronhu, a zatim se njezno gura dok se ne zaglavi ili ne zatvori diSni put (ETTINGER 1 sur.,

2024.). U lumen prikazanog disnog puta kroz prikljucak za uzorkovanje ubrizgava se topla
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sterilna 0,9 %-tna fizioloska otopina i odmah se aspirira. Aspiracija se moze izvesti ru¢no,

aspiracijom brizgalicom ili putem usisne pumpe (ETTINGER i sur., 2024.).

Nebronhoskopsko bronhoalveolarno ispiranje (NB-BAL) sluzi za dijagnosti¢ku
evaluaciju pacijenata s bolestima plucéa koje zahvacaju intersticij, male diSne puteve ili alveole.
Primjenom NB-BAL metode najéeS¢e se uzorkuje kaudalni rezanj pluca i potencijalno
zaobilazi eksudat vecih disnih puteva. Stoga se NB-BAL primarno smatra dobrom metodom
uzorkovanja za pacijente s difuznom intersticijskom boles¢u pluéa (HAWKINS, 2020.).
Bronhoalveolarno ispiranje uvijek se izvodi nakon zavrSetka pregleda, ali prije drugih
invazivnijih postupaka uzorkovanja. Invazivniji postupci uzorkovanja poput biopsije ili
etkanja mogu uzrokovati krvarenje, $to moZe promijeniti rezultate BAL (SMIT i
VUCKOVIC, 2024.).

2.1.1.8. CITOLOSKA PRETRAGA BRONHOALVEOLARNOG
ISPIRKA

Citoloska pretraga jest analiza stanica tijela, odnosno uzoraka (poput
bronhoalveolarnog ispirka), pod mikroskopom. CitoloSka pretraga uzoraka dobivenih
bronhoalveolarnim ispiranjem pomaze u klasifikaciji bolesti donjih di$nih puteva (JOHNSON
i VERNAU, 2019.). Citologijom se postavlja kona¢na dijagnoza ili barem pomaze (zajedno S
ostalim pretragama) u formiranju konacne dijagnoze u do 75 % slucajeva (HAWKINS i sur.,
1995.). Varijacije u tipu pojedinih stanica iz BAL ispiraka sluze za postavljanje dijagnoze
upalnih  bolesti donjih diSnih puteva poput kroni€nog bronhitisa, eozinofilne

bronhopneumopatije ili bakterijske bronhopneumonije (JOHNSON i VERNAU, 2019.).

Citoloska se pretraga uzoraka dobivenih BAL-om provodi na uzorcima skupljenima u
EDTA epruvete, zbog boljeg ocuvanja morfologije stanica. Idealno bi bilo koristiti se citospin
tehnikom prilikom pripreme uzorka za citoloSku pretragu, osobito ako se procjenjuje
bronhoalveolarni ispirak s niskim ukupnim brojem (HAWKINS, 2020.). Pohrana uzoraka
dovodi do promjena morfologije stanica $to moze promijeniti kona¢nu citoloSku dijagnozu u
do 57 % pohranjenih uzoraka, stoga bi citolo$ka analiza bronhoalveolarnog ispirka trebala biti
provedena promptno (NAFE 1 sur., 2011.). Pojedini autori preporucuju odredivanje 1 ukupnog

broja stanica s jezgrom, ali interpretacija tih rezultata kontroverzna je zbog toga $to ovise o
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koli¢ini unesene fizioloske otopine (REBAR i sur., 1980.; MORDELET-DAMBRINE i sur.,
1984., SMIT i VUCKOVIC, 2024.). Fizioloske citoloke vrijednosti bronhoalveolarnog ispirka
nekonzistentne su i razlikuju se i medu zdravim psima, poglavito zbog individualne varijacije
1 razlicitosti tehnika uzorkovanja (HAWKINS, 2020.). Najbrojniju populaciju stanica u BAL
tekucini ¢ine makrofagi (> 70%), zatim limfociti, neutrofili i eozinofili (15 — 18 %) te epitelne
stanice (koje ukljucuju trepetljikave epitelne stanice i vréaste stanice (slika 5), a vidljiv je i

surfaktant, koji je odgovoran za stvaranje pjene (ANDREASEN, 2003.).

lako pojedini autori predlazu kvantificiranje stanica u ispircima, VALENCIANO i
COWELL (2014.) smatraju odredivanje broja stanica iz uzoraka BAL otezanim 1 neprikladnim
(pretezito zbog nekonzistentnih referentnih vrijednosti i metoda uzorkovanja u brojnim
studijama) za svakodnevne klinicke uvjete te predlazu kvalitativhu procjenu stanicnosti
obojenih razmaza sedimenta BAL tekuc¢ine. Citoloska analiza ukljucuje procjenu kolicine i
izgleda sluzi, vrste i morfologije te postotak rezidencijalnih i nerezidencijalnih stanica donjih
diSnih puteva (VALENCIANO i COWELL, 2014.). Osim toga, opisuje se 1 prisutnost
eventualnih mikroorganizama. Ako je dostupna kvantitativna bakterioloska pretraga, rast
organizama ve¢i od 1,7 x 10%jedinica formirajucih kolonija (engl. colony forming units - CFU)
(HAWKINS, 2020.) upuéuje na klinicki relevantnu infekciju. Ocekuje se razlicit postotak i
morfologija stanica ovisno o bolesti koja je dovela do nastanka respiratornih znakova, poput
relativnog poveéanja udjela raznih leukocita prilikom upale (SMIT i VUCKOVIC, 2024.).
Nalaz poveéanog udjela neutrofila, pogotovo ako su degenerirani ili sadrzavaju intracelularne
bakterije (slika 7), obi¢no ukazuje na bakterijsku bronhopneumoniju (JOHNSON i VERNAU,
2019.). Povecéan udio neutrofila (slika 3.) povezuje se s upalnim stanjima, bilo sterilnima ili
infektivnima. Infektivni uzroci ukljucuju bakterijske, gljivicne, mikoplazmalne i protozoalne
bolesti, a sterilne (neinfektivne) ukljucuju alergijske bolesti (poput kronicnog bronhitisa),
iritaciju/nekrozu tkiva posljedi¢no inhalaciji toksi¢nih supstanci (poput dima) ili upalu zbog
prisutnosti stranog tijela (VALENCIANO i COWELL, 2014.).
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Slika 3. Prikaz neutrofilnih granulocita u uzorku bronhoalveolarnog ispirka psa s kroni¢nim
bronhitisom. (Ljubazno$¢u Laboratorija Klinike za unutarnje bolesti, May-Grinwald-Giemsa,

povecanje objektiva 100x).

Poveéan udio eozinofilnih granulocita (slika 4) povezuje se s reakcijama
preosjetljivosti, alergijskim bronhitisom, parazitskim invazijama (poput plu¢nih vlasaca) te
eozinofilnom bronhopneumopatijom (VALENCIANO i COWELL, 2014.). U istrazivanju
provedenom na 104 psa (JOHNSON i VERNAU 2019.) zakljuceno je da je povecan broj
limfocita bio uobicajen nalaz u BAL tekucini i1 vjerojatno predstavlja uobicajen odgovor na
ozljedu di$nih puteva. Povec¢an udio makrofaga (slika 6) nalazi se uglavnom kod kroni¢nih
bolesti pluca, poput kroni¢nih perzistiraju¢ih infekcija ili zastojnog zatajivanja srca

(HENDERSON, 1984.).
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Slika 4. Prikaz eozinofilnog granulocita (crna strelica) u bronhoalveolarnom ispirku psa s
kroni¢nim bronitisom. (Ljubaznos§¢u Laboratorija Klinike za unutarnje bolesti, May-

Grinwald-Giemsa, povecanje objektiva 100x).

U rjedim slucajevima mogu biti pronadene i1 neoplastiCne stanice, ali nekoliko
istrazivanja upucuje na suboptimalnu korelaciju izmedu citologije bronhoalveolarnog ispirka 1
histopatoloske pretrage, zbog Cinjenice da svi tumori ne otpuStaju stanice jednakim
intenzitetom, kao i zbog ¢injenice da se metastatski tumori naj¢e$¢e nalaze u intersticiju i ne
bivaju obuhvac¢eni BAL-om (VALENCIANO i COWELL, 2014.). Naj¢esc¢i su primarni tumori
pluéa u pasa karcinomi i mogu se dijagnosticirati citoloSkom pretragom BAL tekuéine
(VALENCIANO i COWELL, 2014.). U istrazivanju pasa s multicentricnim limfomom koji
zahvaca pluca citologija BAL ispirka sadrzavala je neoplasti¢ne limfocite u 66 % slucajeva

(HAWKINS i sur., 1993.).
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Slika 5. Prikaz vr¢astih stanica (crne strelice) u citoloskom uzorku bronhoalveolarnog ispirka
psa. (Ljubazno§¢u Laboratorija Klinike za unutarnje bolesti, May-Grunwald-Giemsa,

povecanje objektiva 100x).
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Slika 6. Plu¢ni makrofagi (crne strelice) i prizmaticni cilijarni epitel (zaokruzen) pripadaju u
rezidencijalne stanice koje se mogu prikazati u bronhoalveolarnim uzorcima pasa
(Ljubaznos¢u Laboratorija Klinike za unutarnje bolesti, May-Griinwald-Giemsa, povecanje

objektiva 100x).
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Slika 7. Prikaz intracelulaernih kokoidnih bakterija u neutrofilnim granulocitima koji
pokazuju degenerativne promjene (crna strelica). Gusta eozinofilna pozadina predstavlja sluz.
(Ljubaznoscu Laboratorija Klinike za unutarnje bolesti, May-Griinwald-Giemsa, poveéanje

objektiva 100x).

2.1.1.9. MIKROBIOLOSKA PRETRAGA BRONHOALVEOLARNOG
ISPIRKA

Mikrobioloska pretraga bronhoalveolarnog ispirka vazna je za dijagnostiku infektivnih
uzro¢nika upalnih stanja donjih diSnih puteva. Disni putevi nisu sterilni, a mikrobiom pluca
pasa tek je nedavno proucavan i dostupni su ograni¢eni podaci (ERICSSON i sur., 2016.;
FASTRES i sur., 2019.). Uzorci BAL tekuéine mogu se ¢uvati na 4 °C tijekom 24 sata bez
promjene rezultata kulturoloske pretrage (CURRAN i sur., 2020.). Istrazivanje PEETERS i
suradnika (2008.) pokazalo je da nalaz bakterija u koli¢ini ve¢oj od 1,7 x 103 CFU/mL
bronhoalveolarnog ispirka ima osjetljivost od 86 % i specifi¢nost od 100 % za dijagnozu
respiratorne bakterijske infekcije, no moguce je da to svejedno nece to¢no predvidjeti je li

potrebna primjena antibiotske terapije (LEBASTARD i sur., 2022.). Bakterije koje se najcesce
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izoliraju iz bronhoalveolarnih ispiraka su Mycoplasma spp., Pasteurella spp., Bordetella
bronhiseptica, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Salmonella typhimurium,
Pseudomonas spp. i gljivica Cryptococcus neoformans (PEETERS i sur., 2008.).

Osim bakterijskih infekcija, mikoloska pretraga bronhoalveolarnog ispirka moze biti korisna u
identifikaciji gljivi¢nih infekcija koja zahvacaju pluéa (HAWKINS, 2020.). U nedostatku
kvantitativne analize rast mikroorganizama na plo¢i izravno inokuliranoj s BAL ispirkom
smatra se znacajnim, dok rast iz ispirka koji se dogada samo nakon predobogacivanja upucuje
na kontaminacije. Pacijenti koji ve¢ primaju antibiotike u vrijeme uzimanja uzorka mogu imati

znatnu infekciju s malo porasta ili bez porasta bakterija u kulturi (HAWKINS, 2020.).

2.1.1.10. ANALIZA PLINOVA U KRVI

Mjerenje parcijalnih tlakova kisika (PaOz2) i ugljikova dioksida (PaCOz) u uzorcima
arterijske krvi pruza informacije o plu¢noj funkciji. Analiza venske krvi manje je korisna jer
su tlakovi kisika u venskoj krvi pod velikim utjecajem sréane funkcije i periferne cirkulacije
(HAWKINS, 2020.).

Analiza plinova u uzorcima arterijske krvi smatra se zlatnim standardom procjenjivanja plu¢ne
sposobnosti izmjene plinova (ETTINGER i sur., 2024.). Mjerenje arterijskih plinova indicirano
je kako bi se dokumentiralo zatajenje pluca, razlikovala hipoventilacija od drugih uzroka
hipoksemije, odredila potrebu za potpornom terapijom i pratio odgovor na lije¢enje. Potrebno
je izrazito smanjenje respiratorne funkcije kako bi se abnormalnosti mogle detektirati jer
organizam posjeduje znatne kompenzacijske mehanizme (HAWKINS, 2020.).

Pluéna oksigenacija procjenjuje se procjenom PaO2. Hipoksemija se definira kao PaO2 manji
od 80 mm Hg. Diferencijalne dijagnoze za hipoksemiju uklju¢uju nizak parcijalni tlak
udahnutog kisika (niski PiO2), alveolarna hipoventilacija, nerazmjer ventilacije i perfuzije
(zbog pluéne bolesti), desno-lijevi pretok (engl. shunt) i poremecaj difuzije (intersticijska
bolest pluc¢a, emfizem). Analiza plinova arterijske krvi takoder pruZza metodu za procjenu
alveolarnog parcijalnog tlaka kisika (PaO2) pomocu jednadzbe alveolarnog plina. Razlika
izmedu procijenjenog alveolarnog parcijalnog tlaka kisika i izmjerenog arterijskog parcijalnog
tlaka kisika (PAO2 — Pa03) naziva se A-a gradijent i normalno je < 15 mm Hg u pacijenata
koji udiSu sobni zrak. Izracun A-a gradijenta daje metodu za kvantificiranje disfunkcije izmjene
plinova, a takoder omogucuje razlikovanje uzroka hipoksemije. Hipoksemija povezana s

povecanim gradijentom A-a posljedica je nejednakosti ventilacije i perfuzije, difuzijske
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barijere ili desno-lijevog pretoka. hipoksemija s normalnim A-a gradijentom posljedica je
niskog PiOz (npr. disanje na visini) ili alveolarnu hipoventilaciju, te upucuje na to da je funkcija
izmjene plinova u plu¢ima normalna. Alveolarna ventilacija odnosi se na ispustanje CO2 iz
alveola i procjenjuje se na temelju parcijalnog tlaka ugljikova dioksida u arterijskoj Kkrvi
(PaCO03). Kada je alveolarna ventilacija oslabljena, alveolarni (i arterijski) COz se zadrzava, a
PaCO:2 raste iznad normale (hipoventilacija). Uobicajeni uzroci hipoventilacija ukljucuje
depresiju sredi$njeg zivéanog sustava, opstrukciju diSnih puteva, bolest pleuralnog prostora,
abnormalnosti stijenke prsnog koSa i anesteziju. Hipoventilacija se takoder pojavljuje kao
kompenzacijski odgovor na metabolicku alkalozu. Povecanjem alveolarne ventilacije
povecava se izluCivanje COz2 preko pluca, a PaCOz2 se smanjuje (hiperventilacija). Uobicajen
uzroci hiperventilacije ukljuc¢uju hipoksemiju, stimulaciju srediSnjeg zivcanog sustava, bol i
uzbudenje. Alveolarna hiperventilacija takoder se moze pojaviti kao kompenzacijski odgovor

na primarnu metabolicku acidozu (ETTINGER i sur., 2024.).

2.1.1.11. PULSNA OKSIMETRIJA

Pulsna oksimetrija metoda je pracenja zasi¢enosti krvi kisikom. Neinvazivna je i moze
posluziti za kontinuirani nadzor, pruza trenutane rezultate i pristupana je za veéinu
ordinacija. To je posebno koristan uredaj za pracenje zivotinja s bolestima diSnog sustava koje
se moraju podvrgnuti postupcima koji zahtijevaju anesteziju. U nekim se slu¢ajevima moze
koristiti i za pracenje napredovanja bolesti ili odgovora na terapiju. Pulsni oksimetri sadrzavaju
sondu koja se pri¢vrScuje na nabor tkiva, kao §to su jezik, usna, uska, ingvinalni kozni nabor,
nozni prst ili rep (HAWKINS, 2020.). Sonde mjere apsorpciju svjetlosti kroz tkiva ili
reflektirano svjetlo i mogu staviti na sluznice ili unutar jednjaka ili rektuma. Arterijska se krv
identificira kao komponenta koja se mijenja u pulsevima, dok se nepulsiraju¢a apsorpcija
smatra pozadinom. Uobicajeni problemi koji mogu ometati to¢nu detekciju pulsa ukljucuju
neadekvatan polozaj sonde, vanjsko svjetlo, kretanje zivotinje (npr. disanje, drhtanje) i slab ili
nepravilan pulsni tlak (npr. tahikardija, hipovolemija, hipotermija, aritmije). lzmjerena
vrijednost pokazuje zasi¢enje hemoglobina u lokalnoj cirkulaciji. No ova vrijednost moZze biti
pod utjecajem ¢imbenika koji nisu pluéna funkcija, kao §to je vazokonstrikcija, nizak minutni
volumen srca i lokalna staza krvi. Drugi intrinzi¢ni ¢imbenici koji mogu utjecati na ocitanje
oksimetrije  uklju¢uju  anemiju, hiperbilirubinemiju, karboksihemoglobinemiju i

methemoglobinemija (ETTINGER i sur., 2024.).
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2.1.1.12. BIOLOSKI BILJEZI

U kontekstu biomedicine bioloski biljeg ili biomarker jest mjerljiv indikator bioloskog
stanja. Bioloski biljezi ¢esto se mjere u krvi i urinu, ali i ostalim tkivima i uzorcima, kako bi se
dobio uvid u bioloske i patoloske procese te pratio odgovor na farmakolosku terapiju
(BIOMARKERS DEFINITION WORKING GROUP, 2001.). Znatan dio molekula koje sluze
kao bioloski biljezi po svojoj su prirodi proteini ¢ija ekspresija ovisi o stanju i okolisu u kojemu
se stanica nalazi. PatoloSka stanja dovode do drukcije ekspresije proteina, samim time je i
proteom dane stanice ili organizma dinami¢an (GRAVES i HAYSTEAD, 2002.). Trenutacno
nema uvrijezenog biomarkera koji s visokom osjetljivos¢u i specificnoséu moze posluziti za
dokazivanje odredene bolesti donjih diSnih puteva a da pritom iskljucuje ostale bolesti, te

brojna istrazivanja pokusavaju otkriti takvu molekulu.

U istrazivanju bioloskih biljega u pasa s bolestima donjih disnih puteva YAMAY A i suradnici
(2014.) pokazali su da je razina surfaktanta A u serumu pasa oboljelih od intersticijskih bolesti
pluca viSa nego u pasa koji boluju od kroni¢nog bronhitisa. Sli¢no, razina serumskog C-
reaktivnog proteina bila je visa u slucajevima bakterijske bronhopneumonije nego u pasa
oboljelih od kroni¢nog bronhitisa (VIITANEN 1 sur., 2014.). Psi koji boluju od kroni¢nog
bronhitisa imali su i do tri puta viSu razinu mucin-5AC-slicne (MUC5AC) glasnicke
ribonukleinske kiseline u usporedbi sa zdravim psima (HAWKINS i sur., 2007.). Kemokini
kemokinski ligand 2 (CCL2) i interleukin 8 pokazali su se kao potencijalni bioloski biljezi jer
se nalaze u znatno veéim koli¢inama u bronhoalveolarnim ispircima pasa s idiopatskom
pluénom fibrozom u usporedbi sa zdravim psima, a vise razine CCL2 zabiljezene su i u serumu
pasa s plu¢nom fibrozom (ROELS i sur., 2015.). KRAFFT i suradnici (2014.) zabiljezili su i
vi$u razinu transformacijskog faktora rasta Bl (TGF-B1) u pasmina pasa predisponiranih za
idiopatsku pluénu fibrozu u usporedbi s drugim pasminama zbog cega se TGF-f1 smatra
znacajnim u patologiji te bolesti U pasa i macaka, kao i u ljudi. JUNG i suradnici (2024.)
zabiljezili su znatno vise razine matriksne metloproteinaze 9 (MMP-9) u pasa s kolapsom

dusnika koji su imali klinicki jaci kasSalj.

2.2. BOLESTI DONJIH DISNIH PUTEVA U PASA
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Bolesti koje zahvacdaju donje diSne puteve u pasa mogu se grupirati i sistematizirati
ovisno o anatomskoj strukturi koju zahvacaju ili ovisno o etiopatogenetskom mehaniznu. Za
potrebe ovog istrazivanja bolesti donjih disnih puteva grupirane su ovisno o etiopatogenetskom
mehanizmu bolesti na upalne 1 neoplasti¢ne bolesti te one koje nisu primarno upalne ili

neoplasti¢ne etiologije (tablica 2.)

Tablica 2. Popis diferencijalnih dijagnoza bolesti donjih di$nih puteva pasa.
CIRDC — kompleks zaraznih di$nih bolesti pasa (engl. canine infectious respiratory disease

complex)

CIRDC

Kroni¢ni bronhitis

Pneumonija (bakterijska, virusna, gljivi¢na, protozoalna,
parazitska, aspiracijska)

Eozinofilna bronhopneumopatija

Kolaps dusnika

Intersticijska fibroza pluca

Primarna cilijarna diskinezija

Plu¢na tromboembolija

Bronhiektazije
Bronhomalacija

Primarne novotvorine donjih diSnih puteva
Sekundarne (metastatske) novotvorine donjih diSnih

puteva

2.2.1. UPALNE BOLESTI DONJIH DISNIH PUTEVA

22.1.1. ZARAZNI KASALJ PASA

Zarazni kaSalj pasa (engl. canine infectious respiratory disease complex, CIRDC),
poznat i kao “kasalj Stenare” ili “zarazni traheobronhitis pasa” akutna je infekcija koja zahvaca

ponajprije grkljan, dusnik i bronhe te katkad i plu¢a (FORD, 2012.). Ove su infekcije posebno
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vazne kada je velik broj pasa smjesten zajedno, primjerice u sklonis$tima za Zivotinje, hotelima

za zivotinje ili veterinarskim ustanovama (REAGAN i1 SYKES, 2020.).

Zarazni kaSalj pasa medu naj¢e$¢im je uzrocima akutne pojave respiratornih znakova u
pasa (FORD et. al, 2012.). Etiologija je multikauzalna i u nju je ukljuceno vise razli¢itih
virusnih i bakterijskih patogena (slika 8), gdje nekad samo pojedinacni patogen, ali CeSce
njihova kombinacija, dovode do pojave bolesti (DAY i sur., 2020.). Virusni patogeni ukljuc¢uju
virus $tenec¢aka (CDV), virus parainfluence pasa (CPIV), pse¢i adenovirus 2 (CAV-2), virus
influence pasa (C1V), pseci herpesvirus (CaHV-1), pseéi respiratorni koronavirus (CRCoV) i
psec¢i pneumovirus (CnPnV) (FORD, 2012.; MABONI i sur., 2019.; OKONKOWSKI 1 sur.,
2021.). Emergentni virusni patogeni povezani s CIRDC-om ukljucuju pseci bokavirus,
hepacivirus i pikornavirus (MABONI i sur., 2019.; MATSUU i sur., 2020.). Bakterijski
patogeni koji se najéesc¢e povezuju S CIRDC-om su Bordetella bronchiseptica, Mycoplasma
spp. 1 Streptococcus equi subsp. Zooepidemicus (FORD, 2012.; MABONI i sur., 2019.). lako
se brojni virusi i bakterije uplecu u etiopatogenezu ove bolesti, infekcija je najéesée uzrokovana
jednim od cetiri glavna patogena: B. bronhiseptica, CPIV, CIV i CAV-2 (FORD, 2012.).

Prevalencija razli€itih patogena ukljucenih u CIRDC razlikuje se ovisno o geografskom
podrucju. U istraZivanju 175 uzoraka pasa iz Sjedinjenih Americ¢kih Drzava (SAD) koji su
imali klinicke znakove u disnom sustavu, 51 je bio pozitivan na CIV soj H3NZ2; 38 ih je bilo
pozitivno na CPIV, a 33 na CRCoV (PRIESTNALL i sur., 2014.). U drugom istrazivanju na
68 kucnih pasa s respiratornim znakovima u Japanu, 10,3 % bilo je pozitivho na B.
bronchiseptica, a CPIV je otkriven u 7,4 % pasa (MOCHIZUKI i sur., 2008.). U novijem
istrazivanju iz Japana B. bronchiseptica je bio najéesc¢e otkrivan mikroorganizam, a slijede ga
CHV-1, CPIV, CnPnV, M. cynos i CAV-2 (MATSUU i sur., 2020.). U kanadskom istrazivanju
na 64 oboljela psa, 42 % bilo je pozitivnho na CPIV, a 81 % bilo je pozitivno na Mycoplasma
cynos (JOFFE i sur., 2016). Istrazivanje s Novog Zelanda na 56 pasa s CIRD-om i 60 kontrolnih
pasa pokazuje da je 25 % pasa s CIRD-om bilo pozitivho na CnPnV, a samo 4 % bilo je
pozitivno na CPIV (MORE i sur., 2021.).

Ispravno tumacenje uloge pojedina¢nih uzro¢nika u etiopatogenezi ovog stanja otezano
je ¢injenicom da i klinic¢ki zdravi psi takoder mogu biti inficirani. U istraZivanju provedenom
na asimptomatskim psima, 240/503 (47,7 %) bilo je PCR pozitivno na najmanje jedan patogen
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CIRDC-a,a12,7 % na najmanje dva patogena (LAVAN i KNESI, 2015.). U tom su istrazivanju
najéesce otkriveni patogeni bili M. cynos, B. bronchiseptica, CAV-2, CDV i CPIV (LAVAN i
KNESI, 2015.). Drugo istrazivanje na 125 pasa bez respiratornih znakova koji su bili
hospitalizirani u sveucili$noj veterinarskoj bolnici u Francuskoj pokazalo je da je 32,8 % bilo
PCR pozitivno na barem jedan patogen koji se povezuje s CIRDC-om, a od pasa koji su bili
pozitivni 24,9 % bilo je pozitivno na dva patogena (BRUNET i sur., 2020.). U istrazivanju s
Novog Zelanda objavljeno je da je 38 % zdravih pasa bilo pozitivho na najmanje jedan
respiratorni virus putem PCR testa (MORE i sur., 2021). Koinfekcije su ¢este u pasa s CIRDC-
om 1 pacijenti s koinfekcijama mogu razviti teze klinicke znakove (FORD, 2012.; MABONI i
sur., 2019.; BRUNET i sur., 2020.).

Patogeni povezani s CIRDC-om prenose se oronazalnim kontaktom s aerosoliziranim
respiratornim sekretom, izravnim kontaktom medu psima i putem kontaminiranih fomita
(FORD, 2012.). Inkubacija najcesce traje 2 — 3 dana, ali moze trajati 1 dulje, ovisno o patogenu
(REAGAN i SYKES, 2020.). Patogeneza varira ovisno odredenim mikroorganizmu, medutim
svi organizmi povezani s CIRDC-om uzrokuju dominantno promjene na epitelu nosne sluznice,
sluznice zdrijela/grkljana, dusnika i/ili bronha, te rjede promjene na plu¢ima (FORD, 2012.).
Vecina ¢e pasa pokazivati blage klinicke znakove paroksizmalnog, ostrog kaslja, seroznog
iscjetka iz oka i/ili iz nosa te kihanje. Naj¢e$¢e nema promjena u ponasanju ili apetitu psa. Psi
koji pokazuju povisenu temperaturu i pokazuju znakove poput letargije, smanjenog apetita ili
druge ozbiljnije klinicke znakove vjerojatno imaju sekundarne bakterijske infekcije (REAGAN
1 SYKES, 2020.).

Dijagnoza CIRDC-a postavlja se najces¢e na temelju anamnestickih podataka
nedavnog izlaganja drugim psima (pogotovo ako i oni pokazuju sli¢ne klinicke znakove),
klinickim znakovima akutne pojave respiratornih znakova i empirijski, odgovorom na terapiju.
U vecini slucajeva, medutim, brz tijek bolesti, vrijeme potrebno za izolaciju organizama i

vjerojatnost koinfekcije onemogucéuju potvrdu specificnih patogena (FORD, 2012.).

Rezultati kompletne krvne slike, biokemijskih pretraga i analize urina obi¢no su u
fizioloskim granicama ili odrazavaju znakove upale: blaga do umjerena neutrofilija sa
skretanjem ulijevo ili bez skretanja ulijevo i limfopenija. Rendgenogram prsne Supljine ¢esto

je uredan ili pokazuje blage abnormalnosti u obliku intersticijskog do bronhointersticijskog
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pluénog uzorka. Psi s tezim klinickim znakovima ili sekundarnom bakterijskom infekcijom

mogu imati alveolarni plu¢ni uzorak na rengendogramu (REAGAN i1 SYKES, 2020.).

Podatci iz anamneze, nalazi klinickog pregleda, laboratorjskih pretraga 1
rendgenograma mogu pobuditi sumnju na bolest uzrokovanu patogenom unutar CIRDC-a,
medutim ispravna etioloSka dijagnoza ne moze se postaviti bez dijagnosti¢kih testova za
otkrivanje specifi¢nih patogena. Za pse koji imaju teske ili brzo progresivne klini¢ke znakove,
imaju klinicke znakove koji traju dulje od sedam do 10 dana ili borave i dalje u okruzenju gdje
je izbila bolest, preporucuje se pokusaj utvrdivanja etioloske dijagnoze (REAGAN i SYKES,
2020.).

Bakterijske kulturoloske pretrage mogu se provesti iz obriska sluznice nosa,
orofarinksa, ispirka dusnika ili bronhoalveolarnog ispirka. Tumacenje bakterijskih pretraga
gornjih disnih puteva treba tumaciti s oprezom zbog porasta fizioloSke mikroflore, a mnogi
CIRDC patogeni, kao §to je B. bronchiseptica, mogu se izolirati i iz zdravih Zivotinja.
Uzimanje uzorka prilikom ispiranja dusnika ili bronhoalveolarnog ispiranja indicirano je U pasa
s tezim klini¢ckim znakovima, poput onih s upalom plu¢a. Rast CIRDC patogena kao $to je B.
bronchiseptica ili M. cynos u psa s odgovarajué¢im klini¢kim znakovima moze pruziti odredenu
potporu dokazivanju njihove ukljucenosti u razvoj bolesti, medutim i dalje treba uzeti u obzir
koinfekciju drugim uzro¢nicima, a negativni rezultati pretraga ne iskljuc¢uju prisutnost drugih
uzroc¢nika (kao Sto je CDV). Rast viSe vrsta bakterija moze predstavljati oportunisticku
sekundarnu infekciju ili kontaminaciju. Lazno negativni rezultati mogu se pojaviti ako su

primijenjeni antimikrobni lijekovi (REAGAN i SYKES, 2020.).

Respiratorni paneli razvijeni na temelju lanCane reakcije polimeraze u stvarnom
vremenu (engl. real time polymerase chain reaction — real time-PCR) koji dokazuje nukleinsku
kiselinu patogena, ukljuc¢uju¢i CPIV, CAV-2, CDV, CRCoV, CHYV, CIV, B. bronchiseptica i
Mycoplasma spp. (BELLAU-PUJOL i sur., 2005., JEOUNG i sur., 2013.). Brisevi nosa i
orofarinksa ili uzorci prikupljeni iz donjih diSnih puteva bronhoalveolarnim ispiranjem mogu
se podvrgnuti PCR analizi. Lazno negativni rezultati mogu biti posljedica degradacije uzorka
tijekom transporta do laboratorija ili zbog male koliCine patogena. Lazno pozitivni rezultati
mogu nastati zbog cijepljenja Zivim atenuiranim cjepivima nekoliko tjedana prije uzorkovanja
REAGAN i SYKES, 2020.).
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Bakterije

Bordetella bronchiseptica

Mpycoplasma spp.

Streptococcus equi subsp.
zooepidemicus

Virusi

Pseci herpesvirus

Pseci adenovirus-2
Virus parainfluence pasa
Virus Stenecaka

Pseci pneumovirus
Virus influence pasa

Pseci koronavirus

Slika 8. Prikaz naj¢es¢ih patogena koji se povezuju sa zaraznim kasljem pasa.

2.2.1.2. KRONICNI BRONHITIS

Kroni¢ni bronhitis jedna je od najucestalijih kroni¢nih respiratornih bolesti u pasa, a
definira se klini¢ki kao kasalj koji se pojavljuje vecinu dana i traje dulje od dva uzastopna
mjeseca, u odsutnosti drugih aktivnih bolesti. HistoloSke promjene u diSnim putevima
odrazavaju dugotrajnu upalu s Cesto ireverzibilnim promjenama poput fibroze, hiperplazije
epitela 1 hipertrofije Zlijezda.

Pretpostavlja se da je pse¢i kroni¢ni bronhitis posljedica dugotrajne upale, proces
pokrenut infekcijom, alergijom ili udahnutim iritansima. Kontinuirana upala dovodi do
ostecenja sluznice, hipersekrecije sluzi i opstrukcije diSnih puteva, Sto naruSava normalnu

funkciju mukocilijarnog pokrivaca i dovodi do pojacanog i neadekvatnog odgovora na iritanse
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i mikroorganizme. Kroni¢ni bronhitis pojavljuje se naj¢e$ée u srednjoj zivotnoj dobi ili u
starijih pasa malih pasmina. Pasmine koje su najces¢e zahvacene su terijeri, pudli i koker

Spanijeli (HAWKINS, 2020.).

Dijagnoza se postavlja ispunjavanjem triju dijagnosticka kriterija: (1) kaSalj > 2
uzastopna mjeseca (2) dokaz hipersekrecije sluzi 1 (3) iskljucivanje drugih kroni¢nih
kardiopulmonalnih bolesti (npr. zastojnog popustanja srca, kroni¢ne bronhopneumonije,
pluénih neoplazmi, eozinofilne bronhopneumopatije) kao uzroka kaslja. Druge
kardiorespiratorne bolesti (npr. zastojno popustanje srca, kolaps disnih puteva) mogu biti
istodobno prisutne i komplicirati dijagnostiku i lijeCenje kroni¢nog bronhitisa. U ljudi je
funkcionalna posljedica kroni¢nog bronhitisa kroni¢na opstrukcija disnih puteva koja se naziva
kroni¢na opstruktivna pluéna bolest (KOPB) i &esto za posljedicu ima nastanak emfizema. Cini
se da se ovaj mehanizam rjede opaza u pasa, iako se dijagnoza KOPB-a oslanja na dokaz
opstrukcije protoka zraka testovima plu¢ne funkcije koji nisu Siroko dostupni u veterinarskoj
medicini. Psi s teSkim i dugotrajnom kroni¢nim bronhitisom mogu razviti bronhiektazije
(dilataciju i razaranje stijenki bronha), bronhomalaciju (kolaps di$nih puteva tijekom izdisaja i
kasalj) ili njthovu kombinaciju (ETTINGER 1 sur., 2024.).

Potencijalni rizi¢ni ¢imbenici U pasa s kroni¢nim bronhitisom su pretilost, parodontitis
i zubni kamenac (HAWKINS 1 sur., 2010.). U ljudi najvazniji ¢imbenici rizika ukljucuju
izloZzenost dimu, atmosfersko onecis¢enje 1 infekcije (ETTINGER 1 sur., 2024.). U pasa,
kroni¢na/prethodna infekcija patogenima povezanima s CIRDC-om (npr. Bordetella
bronchiseptica), prisutnost drugih bolesti, poput kolapsa du$nika ili miksomatozne bolesti
mitralnih zalistaka, potencijalni su faktori koji dovode do razvoja od kroni¢nog bronhitisa.

Izlozenost duhanu iz okolisa nije potvrdena kao faktor rizika (HAWKINS i sur., 2010.).

Patogeneza kroni¢nog bronhitisa ukljucuje upalne promjene unutar bronhalne sluznice
s povecanom proizvodnjom sluzi. Zadebljanje stijenke bronha i cesta progresivna
bronhomalacija pridonose opstrukciji protoka zraka i dodatno pogorsavaju upalu, §to uzrokuje

kasalj, a kaSalj izaziva daljnju upalu.

Prilikom klinickog pregleda uocavaju se abnormalnosti poput glasnog diSnog Suma nad

dusnikom ili se povremeno auskultiraju krepitacije 1 hropci nad plu¢ima. Pojava tzv.
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terminalnog klika, koji se pojavljuje na kraju ekspirija, upuéuje na kolaps dusnika ili glavnog
bronha i pojavljuje se u zivotinja s uznapredovanom boles¢u. Naglaseni ili pocijepani drugi
sréani ton pojavljuje se u Zivotinja sa sekundarnom plu¢nom hipertenzijom. Psi u respiratornom
distresu (krajnji stadij bolesti) imaju izrazit ekspiratorni napor zbog suzenja i kolapsa
intratorakalnih velikih di$nih puteva. Prisutnost vruéice ili drugih sistemskih znakova upucuje

na prisutnost druge bolesti, poput bakterijske upale plu¢a (HAWKINS, 2020.).

Dijagnostika podrazumijeva isklju¢ivanje drugih bolesti koje dovode do kroni¢nog
kaslja poput povecanja lijevog atrija, kolapsa dusnika, alergijskog bronhitisa, pluénih
neoplazmi itd. Dijagnosticke metode sluze za isklju€ivanje bolesti viSe nego za dokaz samog
kroni¢nog bronhitisa. Slikovna dijagnostika (RTG, CT) moze uputiti na naglasen bronhalni
uzorak i korisna je za isklju¢ivanje ostalih bolesti. Bronhoskopski nalaz podrazumijeva
promjene izgleda sluznice bronha (zaZarena, grubog izgleda), hipersekreciju sluzi i povremeno
kolaps bronha (bronhomalaciju), a bronhoalveolarno ispiranje omogucuje dobivanje uzoraka
za citoloSku i mikrobioloSku pretragu. CitoloSkom pretragom mogu se uociti hiperplasticne
epitelne stanice i poveéan udio neutrofila, makrofaga i vrcastih stanica (Slike 5 i 6)
(HAWKINS, 2020.; ETTINGER i sur., 2024.)

U tijeku je potraga za potencijalnim biomarkerima u dijagnositici kroni¢nog bronhitisa
koji bi mogli pomo¢i u potvrdi prisutnosti kroni¢ne upale i iskljuc¢ivanju drugih uzroka bolesti
donjih di$nih puteva. Primjerice, serumski pseéi surfaktant protein A visi je u pasa s
intersticijskim pluénim bolestima nego u pasa s kroni¢énim bronhitisom (YAMAHA i sur.,
2014.). Serumski C-reaktivni protein visi je u slu¢ajevima bakterijskih plu¢nih bolesti nego u
pasa s kroni¢nim bronitisom (VIITANEN i sur., 2014.). Psi s kroni¢énim bronhitisom imaju tri
puta vecu koli¢inu mMRNA koja kodira MUCS5AC (indikativno za ekspresiju gena mucina) u
usporedbi sa zdravim psima (HAWKINS i sur., 2007.).

2.2.1.3. EOZINOFILNA BRONHOPNEUMOPATIJA

Eozinofilna bronhopneumopatija pasa (EBP), koja se naziva i eozinofilna bolest pluca
ili plu¢na infiltracija eozinofilima, jest idiopatska bolest plu¢a ¢ija je znacajka nakupljanje
eozinofilnog upalnog infiltrata unutar sluznice bronha i plu¢a. To¢na etiologija EBP-a je

nejasna, a pretpostavlja se da je imunoloski posredovana komponenta s obzirom na protutijela
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razreda IgM, IgA 1 IgE pronadenih u bronhoalveolarnom ispirku pasa s tom boles¢u. Smatra
se da je priljev eozinofila u diSne puteve posredovan citokinima iz CD4+ T limfocita, Sto
pokazuje da bi EBP mogao biti reakcija preosjetljivosti tipa I koju reguliraju pomoénicki T-
limfociti tipa 2 (Th2-limfociti) (CLERCX i sur., 2002.). Uloga inhalacijskih alergena u EBP-u
je nejasna, iako su gljivice, plijesni, lijekovi, bakterije i paraziti poznati su uzroci pluéne
preosjetljivosti u zivotinja. Mnogi pacijenti s EBP-om nemaju prepoznatljiv okidac.
Mycoplasma spp., Bordetella bronchiseptica i Aspergillus spp. dokazuju se u slicnim
postocima u pasa s EBP-om kao i onih s kroni¢nim bronhitisom ili u zdravim, kontrolnim,
skupinama (CANNONE i sur., 2018.). Upala sluznice di$nih puteva dovodi do hipertrofije
vrcastih stanica i povecane proizvodnje sluzi, zadebljanja sluznice, fibroze, hipertrofije glatkog
razviti bronhiektazije i opstrukcija malih diSnih puteva. Kao i u pacijenata koji imaju druge
vrste kroni¢ne bolesti diSnih puteva, psi oboljeli od EBP-a imaju povecan rizik za razvijanje

infekcija disnih puteva (HEIKKILA i sur., 2013.).

Eozinofilna bronhopneumopatija jest bolest pasa svih dobnih skupina, a oboljeli se psi
najcesce procjenjuju zbog progresivnih znakova U diSnom sustavu, kao §to su kaSalj, povec¢an
napor i netolerancija aktivnosti. Sistemski znakovi kao §to su anoreksija i gubitak tjelesne mase
obi¢no su blagi (HAWKINS, 2020.). Respiratorni distres Cesta je prezentacija, a oko pola
zahvacenih pasa ima i serozni do mukopurulentni iscjedak iz nosa (ETTINGER 1 sur., 2024.).
Disni Sum nad plu¢ima Eesto je fizioloSki normalan, iako se mogu ¢uti hropci i krepitacije te

zvizduci pri izdisaju.

Anamneza i klini¢ka slika upu¢uju na EBP. Periferna eozinofilija i bronhalni uzorak na
rendgenogramu pluca dalje podupiru dijagnozu koja se postavlja nalazom eozinofila u
bronhoalveolarnom ispirku. Kompjutorizirana tomografija moze prikazati izrazeno do
umjereno zadebljanje stijenke bronha, zacepljenje lumena bronha sadrzajem, bronhiektazije,
prisutnost pluénih nodula i limfadenopatiju. Tipican makroskopski nalaz bronhoskopije
ukljucuje prisutnost obilne zutozelene sluzi ili mukopurulentnog sadrzaja. Sluznica moze biti
zazarena 1 imati nepravilnu ili polipoidnu povr§inom i, u nekim slucajevima, zatvaranje diSnog
puta tijekom izdisaja. Eozinofilija krvi opisuje se u do 60 % sluCajeva, a u uzorcima

bronhoalveolarnih ispiraka udio eozinofila ve¢i od 20 % snazno upucuje na EBP, iako u vecine
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pasa vise od 50 % upalnih stanica kod ove bolesti ¢ine eozinofili. Histopatologija bioptata

pluca pokazuje eozinofilnu infiltraciju bronhalne sluznice.

PoviSene razine prokolagena tipa III aminoterminalnog propeptida (PIIINP) u
bronhoalveolarnim ispircima, proteina koji sluzi kao marker sinteze kolagena tipa I11, dokazan
je u pasa s EBP-om, vjerojatno zbog sekundarne fibroze. Vazno je iskljuciti ostale moguce
uzroke koji se povezuju s eozinofilnim tipom upale kao §to su parazitske invazije, alergijske
bolesti i neoplasti¢ne bolesti (CLERCX i PEETERS, 2007.; PEETERS, 2009.; JOHNSON i
sur., 2019.; HAWKINS, 2020.; ETTINGER i sur., 2024.)

2.21.4. UPALA PLUCA

Upala pluca (lat. pneumonia) jest stanje koje rezultira nakupljanjem tekucine unutar
alveola kao posljedica infekcije, ali 1 aspiracije (npr. zelu¢anog sadrzaja, hrane, kemikalija,
tekucina) ili udisanja (npr. kemikalija, dima) stranog materijala ili Cestica. Bronhopneumonija
oznaCava upalu pluéa koja potjeCe iz disnih puteva, a hematogena pneumonija nastaje
krvozilnim Sirenjem uzro¢nika (BRETON 2012.; ETTINGER 1 sur., 2024.)

Bakterijska pneumonija obuhvaca Sirok spektar bolesti, od akutne do kroni¢ne,
ili aspirirati u pluca (ukljucujuéi nozokomijalne infekcije), mogu doprijeti do pluca izravnim
Sirenjem iz pleuralnog prostora i intratorakalnih struktura ili pak hematogenim putem. Vecina
bakterija koje uzrokuju upalu plu¢a sekundarni su patogeni i uzrokuju oportunisti¢ke infekcije
(npr. nakon virusnih infekcija diSnog sustava, U imunosuprimiranih Zivotinja, nakon aspiracije

sadrzaja).

Otprilike tre¢ina slu€ajeva upale plu¢a uzrokovana je s vise vrsta bakterija, a u 20 %
mogu biti 1 anaerobni patogeni. Bakterije koje se najces¢e povezuju s pneumonijama ukljucuju
streptokoke, crijevne patogene (npr. Escherichia coli, Klebsiella spp.), Pasteurella spp.,
stafilokoke pozitivne na koagulazu, Mycoplasma spp. i Bordetella bronchiseptica. (PROULX
i sur., 2014.; RHEINWALD i sur., 2015.; DEAR i sur., 2020.; ETTINGER i sur., 2024.). Nije

uobicajeno da zdravi odrasli psi razviju bakterijsku upalu pluc¢a i, uz iznimku infekcija
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uzrokovanih primarnim bakterijskim respiratornim patogenima poput B. bronchisepticae,

vecina zivotinja s bakterijskom upalom pluca na neki je na¢in kompromitirana.

Dijagnoza bakterijske pneumonije trebala bi potaknuti klinicara na potragu za
predisponiraju¢im uzrokom (ETTINGER 1 sur., 2024.). U jednom istrazivanju od 93 psa s
bakterijskom upalom pluc¢a, 57 % pasa imalo je istodobno druge zdravstvene probleme
(JAMESON i sur., 1995.). Stanja koja mogu predisponirati za bakterijsku upalu plu¢a ukljucuju
istodobne virusne ili gljivi¢ne respiratorne infekcije; sistemsku imunosupresiju (zbog lijekova,
infekcije, drugh bolesti); neoplazme; produljeno lezanje; traumu ili operaciju; teske
metabolicke poremecaje (npr. uremija, dijabeticka ketoacidoza); smanjen stupanj svijesti;
nedostatak lokalne imunosti sluznice diSnog sustava (npr. primarna cilijarna diskinezija);
opstrukciju diSnih puteva; anatomske poremecaje (npr. hipoplazija dusnika); regurgitaciju,
povracanje ili disfagiju; inhalirana strana tijela; prodorne rane prsnog koSa; oStecenje
respiratornog epitela zbog udisanja dima, kemikalija i utapanja (WOHRER i sur., 2016,
DEAR, 2020.; ETTINGER i sur., 2024.).

Za razliku od bakterijskih pneumonija, virusni uzroc€nici preteZito uzrokuju primarne
infekcije 1 obicno su kontagiozni. Virusi koji se povezuju s pneumonijama mogu ili primarno
napadati respiratorni trakt (virus influence), dok drugi uzrokuju sistemske infekcije (virus
Stenecaka). Virusni i bakterijski patogeni ¢esto djeluju zajedno, prema jednom istrazivanju na
20 pasa s bakterijskom upalom plu¢a, osam je imalo koinfekciju respiratornim virusom
(VIITANEN i sur., 2015.). Najces¢i virusi koji izazivaju upalu pluca u pasa jesu oni koji su dio
kompleksa CIRDC: virus Stenecaka, pse¢i adenovirus 2, pseéi herpesvirus, pse¢i Virus

parainfluence, respiratorni koronavirus i virus influence pasa (ETTINGER i sur., 2024.).

Gljiviéne pneumonije uglavnom su enzootske i opisuju se vec¢inom u SAD-u, Meksiku
i drzavama Afrike, dok se u Europi najc¢esce opisuju respiratorne infekcije uzrokovane vrstama
roda Aspergillus spp. te sporadi¢no Cryptococcus spp. i Histoplasma capsulatum (DEAR,
2020.; ETTINGER i sur., 2024.). Molekularnim metodama otkrivena je i DNK Pneumocystis
carinii, u tekucini bronhoalveolarnog ispiranja (BALF) 22/255 pasa (9 %) s respiratornim
distresom i/ili kroni¢nim kasljem (DENESI i sur., 2022.). Pneumocystis je atipi¢na gljivica

......

(mladi od jedne godine) i Cistokrvne pasmine ¢esce bili pozitivni na pneumocist real-time PCR
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od starijih pasa i krizanaca, odrasli psi s drugim zaraznim stanjima i/ili povije$c¢u bolesti pluc¢a
koja je rezistentna na terapiju, takoder mogu biti pozitivni na RT-PCR. Odsutnost
patognomonic¢nih klini¢kih ili radiografskih znakova onemogucuje jasno razlikovanje izmedu
klinicki znatne infekcije i drugih procesa bolesti pluc¢a/disnih puteva koloniziranih P. canis.
Moguce je da kolonizacija s P. canis moze igrati odredenu ulogu kao kopatogen u nekih pasa
s bolestima donjih disnih puteva (DENESI i sur., 2022.).

Protozoalna pneumonija neuobi¢ajena je U pasa i macaka. Patogeni koji se najéescce
povezuju s takvim upalama pluéa jesu Neospora, Toxoplasma i Acanthamoeba spp.
(ETTINGER i sur., 2024.).

Nekoliko razli¢itih parazita moze uzrokovati upalu pluéa u pasa. Pojedini crijevni
paraziti, osobito Toxocara canis, mogu uzrokovati prolazne pneumonije u mladih Zivotinja,
obi¢no mladih od nekoliko mjeseci, dok li¢inke migriraju kroz pluca. Invazija Dirofilaria
immitis moze rezultirati teSkom pneumonijom zbog upale i tromboze. Oslerus osleri boravi na
rac¢vanju dusnika i glavnim bronhima pasa. Primarni pluéni paraziti koji se najcesce
dijagnosticiraju u pasa su Capillaria (Eucoleus) aerophila, Paragonimus kellicotti i
Crenosoma vulpis. Invazija nastaje kao posljedica ingestije zaraznih oblika parazita, ¢esto
posredstvom intermedijarnih ili paratenickih domacina, koji povremeno migriraju u pluca pasa.
Eozinofilni upalni odgovor se Cesto pojavljuje kao posljedica invazije pluca, uzrokujuéi
klinicke znakove kod nekih, ali ne u svih, infestiranih zivotinja. Kona¢na se dijagnoza provodi
identifikacijom karakteristicnih jajasca ili li¢inki u uzorcima izmeta ili ispirku donjih diSnih

puteva (HAWKINS, 2020.).

Aspiracijska pneumonija jest upala plu¢a koja nastaje zbog udisanja velikih koli¢ina
krutog ili tekuceg materijala u plu¢a. Stanja koja predisponiraju pacijente za aspiracijsku upalu
pluca ukljucuju sedaciju, mehani¢ku ventilaciju, ezofagealnu ili neuromuskularnu paralizu,
bolesti jednjaka, povracanje, bolest grkljana, neuroloSke poremecaje, prisilno hranjenje (npr.
hranom, tekucinama, lijekovima) 1 prekomjernu proSirenost Zeludca (HAWKINS, 2020.;
ETTINGER i sur., 2024.). Sadrzaj koji je obi¢no povezan s aspiracijskom pneumonijom
uklju¢uje ZeluCanu kiselinu, hranu i kontaminante orofarinksa (HAWKINS, 2020.;
ETTINGER i sur., 2024.). Pasmine s pove¢anim rizikom za nastanak aspiracijske pneumonije

ukljucuju brahicefalicne pasmine, irskog vucéjeg hrta, zlatnog retrivera, koker Spanijela 1
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engleskog springer Spanijela (HAWKINS, 2020.; ETTINGER i sur., 2024.). U jednom
istrazivanju na 41 brahicefalicnom psu s aspiracijskom pneumonijom, 66 % ih je imalo povijest
gastrointestinalnih znakova, a 10 % imalo je povijest neuroloskih bolesti (DARCY i sur.,
2018.)

Dijagnoza upale pluca pocinje prikupljanjem anamnestickih podataka koji ukljucuju
podatke o povracanju, traumi ili nedavnoj opcoj anesteziji te o boravku na mjestu s velikim
brojem pasa (npr. hotel za pse). Od klinickih znakova dominira anoreksija, letargija,
nepodnoSenje tjelesnog napora, gubitak tjelesne mase, ortopneja, dispneja, tahipneja,
mukopurulentan iscjedak iz nosa i kaSalj (koji moze biti 1 produktivan). Pregledom se mogu
cuti glasni diSni Sumovi nad plu¢ima, hropci i krepitacije, a u pojedinim se slu¢ajevima mogu
cuti 1 stiSani di$ni Sumovi nad plu¢ima. Ostali znakovi mogu upucivati na bolesti koje su u
podlozi pneumonije (poput disfagije, bolesti larinksa, neuroloskih deficita ili promjene stupnja
svijesti). Laboratorijski pokazatelji dalje usmjeravaju prema dijagnozi pneumonije (neutrofilija
sa skretanjem ulijevo ili bez skretanja ulijevo i poviseni C-reaktivni protein /CRP/). Dijagnoza
se potvrduje slikovnom dijagnostikom pluéa, koja takoder moze, ovisno o distribuciji lezija,
uputiti i na uzrok pneumonije. Bakterijske pneumonije uzrokuju alveolarni uzorak s
ventralnom distribucijom, prisutnosc¢u lobarnog znaka i zra¢nih bronhograma. Kaudo-dorzalna
distribucija ¢e$ca je kod inhaliranih stranih tijela ili pri hematogenom Sirenju. Promjene mogu
zahvatiti jedno ili viSe pluénih krila, a mogu se vidjeti i komplikacije ili druge bolesti koje su
dovele do pneumonije (pneumotoraks, izljev u prsnu Supljinu, apscesi, mase po pluc¢ima,
megaezofagus) (THRALL, 2013.; ETTINGER i sur., 2024.). Bronhoskopijom se mogu uociti
promjene sluznice dusnika 1 bronha poput hiperemije, velike koli¢ine eksudata
(mukopurulentan do hemoragican) i pojave nodula, a moze se identificirati i uzrok penumonije
(u slucaju stranog tijela) (HAWKINS, 2020; ETTINGER i sur., 2024.). Pulsna oksimetrija 1
analiza arterijskih plinova moze pokazati hipoksemiju, koja je 0sobito cesta u slucajevima
aspiracijske pneumonije, gdje i do 79 % pasa moze biti hipoksemi¢no (KOGAN i sur., 2008.).
Uzorci dobiveni BAL dalje mogu pomo¢i u dijagnostici, pa tako citoloska pretraga moze
pomoc¢i u identifikaciji uzroka pneumonije (u slu¢ajevima bakterijske, parazitske ili gljiviéne
pneumonije), a mikrobioloSka pretraga moze pomoc¢i u pravilnom izboru antibiotika u slucaju

primarnih ili sekundarnih infekcija (HAWKINS, 2020.; ETTINGER i sur., 2024.).
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2.2.2. NEOPLASTICNE BOLESTI

Primarni tumori pluca i metastatski tumori mogu zahvatiti tkivo pluca. Vecina je
primarnih tumora plu¢a maligna, a prevladavaju karcinomi poput adenokarcinoma,
bronhoalveolarnog karcinoma i karcinoma plocastog epitela. Sarkomi i benigni tumori
pojavljuju se rjede. Karcinom malih stanica pluca, koji se ¢esto pojavljuje u ljudi, rijedak je u
pasa. Pluca su ucestalo mjesto metastaze malignih neoplazmi s drugih mjesta u tijelu, pa ¢ak i
iz primarnih tumora plu¢a. Multicentri¢ni tumori, poput limfoma, histiocitnih neoplazmi ili
mastocitoma, takoder mogu zahvatiti pluca. Jedna zivotinja moze imati istodobno i nekoliko

tumora podrijetlom od raznih stanica (HAWKINS, 2020.).

Primarni tumori pluca relativno su rijetki u pasa i dok je u ljudi glavni uzrok izloZenost
duhanskom dimu iz okoliSa, u pasa je to i dalje nedokazani uzrok. U jednom Su istraZivanju psi
s primarnim tumorima plu¢a imali vecu koli¢inu pluéne antrakoze (crnog materijala unutar
plu¢nih makrofaga koji upucuje na izlozenost one¢is¢enom zraku) od pasa iz kontrolne skupine
(BETTINI isur., 2010.). Ista je radna skupina takoder opisala prekomjernu ekspresiju receptora
epidermalnog faktora rasta (EGFR) u pasa s primarnim karcinomom pluca. Ekspresija EGFR-
a bila je veca u pasa s antrakozom, $to vjerojatno upuéuje na to da je EGFR ukljucen u
karcinogenezu povezanu s oneciS¢enjem zraka (SABATTINI i sur., 2014.). No istraZivanje
objavljeno 2018. godine nije uspjelo dokazati povezanost izmedu izloZenosti duhanskom dimu
i primarnog karcinoma pluc¢a u pasa (ZIERENBERG-RIPOLL i sur., 2018.).

Najcesc¢i su primarni tumori u pasa bronhoalveolarni karcinom i adenokarcinom. Ostali
primarni tumori uklju¢uju karcinom plocastog epitela, anaplasti¢ni karcinom, osteosarkom,
mastocitom i histiocitni sarkom. U istrazivanju na 74 psa s primarnim tumorima pluc¢a 31 je
imao adenokarcinom, a 19 bronhoalveolarni karcinom (BARRETT i sur., 2014.). Primarni
tumori pluca dovode do lokalnih i/ili metastatskih uc¢inaka. Lokalna bolest uzrokuje kompresiju
normalnog plu¢nog parenhima, kao i invaziju alveola, krvnih zila i pleure. Moze do¢i i do
invazije drugih torakalnih struktura (npr. jednjaka, srca), pleuralnog izljeva i pneumotoraksa.
Maligni primarni tumori plu¢a mogu metastazirati u preostale dijelove pluca, regionalne limfne
¢vorove 1 udaljena mjesta (RAUSCH, 2015.). Hipertrofi¢na osteopatija, sindrom obiljezen
nastajanjem bolnih periostalnih bujanja i povezanim oteknu¢em mekih tkiva udova, moze se

pojaviti s primarnim i sekundarnim neoplazmama plu¢a (WITHERS 1 sur., 2015.).
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Metastaze (sekundarne neoplazme) drugih tumora u pluca najces¢i su tip pluéne
neoplazme koja se sre¢e u pasa. Metastaze se mogu pojaviti kao jedna lezija, nekoliko lezija ili
kao viSestruke lezije rasporedene difuzno po plu¢ima. Plu¢a su posebno podlozna metastazama
zbog toga Sto primaju cjelokupan volumen krvi u tijelu, tako da se neoplazme koje se Sire
hematogeno Cesto razviju u plu¢ima. Kemokinski su receptori brojni u plu¢ima i vezu se s
ligandima izrazenima na povrsini stanica tumora (SELTING, 2016.; ETTINGER i sur., 2024.).
Svaki tumor mozZe metastazirati u pluca, a oni U kojih postoji velika vjerojatnost za to ukljucuju
hemangiosarkom, osteosarkom, oralni melanom i melanom leziSta nokta (engl. nail bed
carcinoma), histiocitni sarkom, karcinom §titnjace i karcinom mlije¢ne Zlijezde (LAMB i sur.,

2019.; ETTINGER i sur., 2024.).

Neoplazme se ¢eSce pojavljuju u starijih zivotinja, N0 MOgu Se pojaviti u zivotinja svih
dobnih skupina. Tumori koji zahvacaju plu¢a mogu proizvesti Sirok spektar klini¢kih znakova
koji su najceS¢e kroni¢ni 1 sporoprogresivni, ali se mogu i perakutno ocitovati (npr.
pneumotoraks ili krvarenja). Vec¢ina klinickih znakova odrazava zahvacéenost disnih puteva.
Infiltracija pluénog tkiva moze uzrokovati smetnje u oksigenaciji, $to dovodi do povecanog
respiratornog napora i naprezanja te netolerancije tjelesne aktivnosti. Velike lezije mogu
komprimirati diSne puteve, izazvati kasalj i ometati normalnu ventilaciju pluca. Erozija krvnih
zila moze rezultirati pluénim krvarenjem. Edem pluca, nesepti¢na upala ili bakterijska infekcija
mogu se pojaviti kao sekundarna patoloska stanja. U tesSkim sluc¢ajevima erozija diSnih puteva
moze rezultirati pneumotoraksom. Moze doci do stvaranja pleuralnog izljeva koji je po svom
sastavu naj¢esce modificirani transudat ili eksudat. Nespecificni sistemski znakovi ukljucuju
gubitak tjelesne mase, sarkopeniju, anoreksiju, depresiju i vrucicu. Neke Zivotinje s tumorima

pluca nemaju klini¢ke znakove, a tumor se otkrije kao slu¢ajan nalaz (HAWKINS, 2020.).

Dijagnostika tumora plu¢a zapocinje anamnezom 1 kliniCkom slikom
(sporoprogresivni, kronic¢ni respiratorni znakovi U starije jedinke), i potvrduje se slikovnom
dijagnostikom. Rendgenografski nalaz najcesc¢e prikazuje rijetke ili pojedina¢ne parenhimske
mase. Primarni pluéni tumori mogu uzrokovati lokalizirane lezije s efektom mase ili
konsolidaciju cijelog reZnja. Rubovi tumora Cesto su jasni, ali mogu biti loSe definirani zbog
prisutne upale i edema. Metastatska ili multicentri¢na bolest rezultira stvaranjem difuznog

retikularnog, nodularnog ili retikulonodularnog intersticijskog uzorka, pri ¢emu se nodularni
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tumori najcesce identificiraju u kaudalnim reznjevima pluc¢a. Noduli moraju biti veéi od 5 mm
da bi se mogli rendgenski detektirati (HAWKINS, 2020.; ETTINGER i sur., 2024.). Na CT-u
primarni tumori pluca Cesto su dobro ograni¢ene, bronhocentri¢éne mase s unutarnjim zraénim
bronhogramima, s vidljivim metastazama u trenutku snimanja u jedne Cetvrtine pacijenata.
Dijagnoza se treba potvrditi citoloSkom pretragom uzoraka dobivenih biopsijom tkiva pod
vodstvom CT-a ili ultrazvuka u slu¢aju solitarne mase ili, rjede, bronhoalveolarnim ispiranjem
u slucaju difuzne bolesti. Osim postavljanja dijagnoze tumora, citoloska pretraga moze pomoci
u odredivanju tipa tumora i kriterija malignosti (MAYHEW 1 sur., 2013.). Uzorci dobiveni
BAL-om pomazu dokazati ili iskljuciti neneoplasticnu bolest i rijetko pokazuju stanice s
neoplasticnom morfologijom. Kona¢na se dijagnoza postavlja histopatoloSkom pretragom
tumora dobivenog biopsijom ili uklanjanjem tumora en masse (DEBERRY i sur., 2002.;
MARVEL i MONNET, 2013.).

2.2.3. NEUPALNE | NENEOPLASTICNE BOLESTI

2.23.1. KOLAPS DUSNIKA

Kolaps dusnika (traheobronhomalacija) je ucestala bolest u pasa gdje dolazi do suzenja
lumena dus$nika zbog slabljenja trahealnih hrskavi¢nih prstenova. Etiopatogeneza je kompleksa
i multifaktorijalna. Pojavljuje se dinami¢ni mehanicki kolaps koji moze biti uzrokovan
kombinacijom progresivne malacije trahealne hrskavice 1 opustenosti trahealnog misica, §to
prvenstveno rezultira dorzoventralnim kolapsom dusnika, a kasnije 1 bronha. Zaseban oblik
ove bolesti pojavljuje se u statiénom obliku, gdje dorzoventralno suzenje daje dusniku popreéni
presjek u obliku slova W zbog malformacije trahealnih prstenova. Ovo stanje se naziva
dinamic¢kog suzenja uzrokovanog invaginacijom trahealnog miSic¢a tijekom disanja ili se

pojavljuje uz njega (WEISSE i sur., 2019.; ETTINGER i sur., 2024.).

Primarna abnormalnost hrskavice nastaje zbog intrinzi¢ne slabosti trahealnih prstenova,
¢ije je omekSavanje posljedica smanjenja sadrzaja glikozaminoglikana i hondroitin-sulfata, $to
dovodi do smanjene sposobnosti odrzavanja funkcionalne rigidnosti (DALLMAN 1 sur.,

1988.). Potencijalni ¢imbenici koji pridonose bolesti su pretilost, kardiomegalija, udisanje
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iritansa i alergena, paradontalna bolest, respiratorne infekcije i nedavna endotrahealna
intubacija (DELLA MAGGIORE, 2020.). Dinami¢ke promjene mogu biti ograni¢ene na vratni
ili prsni dio dusnika. Iako mogu biti zahvacena oba, Cesto su promjene jaCe izrazene na
cervikotorakalnom prijelazu. Dorzoventralno splostenje trahealnih hrskavi¢nih prstenova
uzrokuje rastezanje dorzalne trahealne membrane, koja postaje upaljena i po€inje visjeti. Stoga
moze prolabirati u lumen du$nika ¢im ekstraluminalni tlak premasi intraluminalni tlak, dodatno
smanjuju¢i promjer lumena dusnika (JOHNSON i POLLARD, 2010.). Unutar prsnog koSa
dorzalna membrana biva aspirirana, odnosno podvrgnuta negativnom intratorakalnom tlaku,
tijekom inspirija i moZe pretjerano povecati lumen dusnika. Sindrom se pogorSava kasljem koji
se pojavljuje kao klini¢ki znak, a onda dodatno pogorsava ciklus kolapsa i upale. U pasa s
kolapsom dus$nika Cesta je istodobna bronhomalacija, koja nije povezana s upalom diSnih
puteva, a Cesto se pojavljuje i plu¢na hipertenzija (BOTTERO i sur., 2013.; JAFFEY i sur.,
2019.)

Primarni kolaps dusnika obi¢no se pojavljuje u minijaturnih i toy pasmina te malih
pasmina pasa srednje do starije zivotne dobi. Najzastupljeniji su psi pasmina jork$irski terijer,

pomeranski Spic, mops, pudl, maltezer i ¢ivava (ETTINGER 1 sur., 2024.).

Klinicki znakovi ukljucuju kroni¢ni kaSalj, blago do jako dahtanje, nepodnoSenje
tjelesne aktivnosti, razlicit stupanj respiratornog distresa, kao i razliCit stupanj cijanoze u
uznapredovanim slu¢ajevima. Kasalj se opisuje kao oStar, kao ,,truba / glasanje guske”, i moze
biti praten terminalnim povraéanjem. Pojacava se aktivnos¢u, uzbudenjem, pritiskom na
dusniku ili pijenjem vode. Ovaj se specifican kasalj moze lako izazvati palpacijom dusnika

(DOMINGUEZ-RUIZ i sur., 2021.; ETTINGER i sur., 2024.).

Dijagnostika kolapsa dusnika postavlja se na temelju nacionala, anamneze i klinickog
pregleda. Dodatne dijagnosticke pretrage (radiografija, fluoroskopija, ultrazvuk dusnika,
ehokardiografija, bronhoskopija i BAL) mogu se primijeniti za utvrdivanje opsega i teZine
kolapsa dusnika te prisutnosti popratnih ili komplicirajucih bolesti kao §to su bronhomalacija,
pluéna hipertenzija, kardiomegalija i druge bolesti donjih di$nih puteva. Radiografija u bo¢noj
projekciji preko torakalnog ulaza moze pokazati kolabirani dusnik koji se vidi kao ovalni, oblik
slova "C" ili oblik polumjeseca. Na bo¢nim rendgenskim snimkama redundantna dorzalna

trahealna membrana koja invaginira u lumen dusnika moze se vidjeti kao neprozirnost mekog
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tkiva duz dorzalne strane kaudalnog cervikalnog lumena dusnika. Ovaj radiografski izgled
moze se vidjeti i u malih i u pasa velikih pasmina kao posljedica kaslja i treba se razlikovati od
superponiranog jednjaka. Stoga su potrebne boc¢ne radiografije tijekom maksimalne
inspiratorne 1 maksimalne ekspiratorne faze diSnog ciklusa kako bi se prikazao dinamicki
kolaps. Kolaps cervikalnog trahealnog segmenta dogada se u inspiriju zbog smanjenog tlaka
unutar dusSnika, dok torakalni dio ima tendenciju kolabiranja tijekom faze izdisaja kao
posljedica povecanog intratorakalnog tlaka. Zbog povezanosti kolapsa s respiratornim
ciklusom fluoroskopija moze biti osjetljivija od nativne radiografije. Traheoskopija moze
otkriti smanjen dorzoventralni promjer zbog sploStenosti hrskavicnih prstenova s viseCom
dorzalnom membranom, §to potencijalno dovodi do potpune opstrukcije lumena dusnika.
Traheobronhoskopija se savjetuje u svim sluc¢ajevima budu¢i da je vrlo korisna u odredivanju
stupnja ozbiljnosti kolapsa dusnika, a posebno bronha, kao i u procjeni popratne bolesti diSnih
puteva, ukljucujuéi sekundarne infekcije (MACREADY i sur., 2007.; JOHNSON i sur., 2015.;
ETTINGER i sur., 2024.).

Opisana su cetiri stupnja kolapsa dusnika (JOHNSON i POLLARD, 2010.) koja se

prosuduju bronhoskopski:

e Stupanj I: trahealna membrana blago visi, hrskavica ima normalan oblik, a veli¢ina
lumena smanjena je za 25 % (slika 9).

e Stupanj Il: trahealna membrana je proSirena i viseca, hrskavica je djelomi¢no splostena,
a veli¢ina lumena smanjena za 50 % (slika 10).

e Stupanj I1I: trahealna membrana gotovo je u kontaktu s ventralnim dusnikom, hrskavica
je gotovo ravna, a veli¢ina lumena je smanjena za 75 %.

e Stupanj IV: trahealna membrana lezi na dorzalnoj hrskavici, hrskavica je sploStena i

moze se okrenuti, a lumen je uglavnom zatvoren.
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Slika 9. Kolaps dusnika prvog stupnja (autor: I. Smit)

Slika 10. Kolaps dusnika treceg stupnija i velika koli¢ina sluzi (autor: I. Smit)

2.2.3.2. BRONHIJEKTAZIJE

Bronhiektazije su nenormalna i trajna dilatacija i distorzija bronha, koja je posljedica
kroni¢ne upale diSnih puteva koja oSteCuje elastiéne komponente bronha, Sto dovodi do
destrukcije stijenke bronha i smanjenog uklanjanja respiratornih sekreta (BARKER, 2002.).
Smatra se jedinstvenim entitetom bolesti iako nekoliko kongenitalnih ili steCenih stanja koja
dovode do ciklusa kroni¢ne infekcije disnih puteva i upale mogu rezultirati bronhiektaticnim
promjenama. Zari$ne (fokalne) bronhiektazije mogu biti posljedica aspiracije stranog tijela i/ili
bronhijalne opstrukcije, dok se difuzne bronhiektazije ¢esto se pojavljuju nakon steCenih

bolesti poput aspiracijskih ili inhalacijskih lezija, kroni¢nih bronhopneumonija, te se pojavljuje
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u 60 % pasa sa EBP-om, a ucestala su pojava i U pasa s kroni¢nim bronhitisom ili kod plu¢ne
fibroze (MESQUITA 1 sur., 2015.; ROELS 1 sur., 2017.). Zahvaceni disni putevi obicno su
djelomic¢no zacepljeni mukopurulentnim eksudatom zbog smanjene funkcije mukocilijarnog
pokrivaca, zbog cega se nakuplja sve veca koli¢ina sluzi, eksudata i mikroorganizama, a
sekundarna infekcija pak stimulira daljnji upalni odgovor, stvarajuci zacarani krug daljnjeg
oStecenja stijenke diSnih puteva i predispozicije za ponovne bronhopulmonalne infekcije
(ETTINGER i sur., 2024.).

Bronhiektazije se ¢eS¢e pojavljuju u pasa starijin od sedam godina, s pasminskom
predispozicijom (americki koker Spanijel, minijaturni pudl, sibirski haski 1 engleski Springer)
(HAWKINS 1 sur., 2003.). Klini¢ki znakovi odrazavaju temeljnu bolest i opcenito ukljucuju
kasalj, tahipneju, dispneju i povremeno hipertermiju (ETTINGER i sur., 2024.). Bronhiektazije
se mogu otkriti radiografijom, CT-om i bronhoskopijom (ETTINGER i sur., 2024.).

2.2.3.3. BRONHOMALACIJA

Bronhomalacija, odnosno kolaps bronha, jest stanje koje se ocituje slaboscu stijenke
glavnog ili manjih bronha, a dovodi do kolapsa stijenke bronha. U pasa se brohomalacija ¢esto
biljezi u starijih jedinki, a etiologija je ovog stanja nejasna (JOHNSON i POLLARD, 2010.;
ETTINGER i sur., 2024.). Endoskopskom se pretragom bronhomalacija moze klasificirati kao
difuzna ili lokalizirana, te kao staticka, dinamicka ili kombinirana. Staticka se bronhomalacija
¢esce pojavljuje u brahicefali¢nih pasmina pasa, a dinamicka se ¢esto pojavljuje u kombinaciji
s kolapsom dusnika pa se taj entitet naziva traheobronhomalacija (ADAMMA-MORAITOU i
sur., 2012.). lako se bronhomalacija nerijetko pojavljuje kao sekundarna posljedica upale
bronha, upala i infekcija u mnogim se slucajevima ne mogu potvrditi (ADAMMA-
MORAITQOU i sur., 2012.; BOTTERO i sur., 2013.; ETTINGER i sur., 2024.).

Budu¢i da je bronhomalacija ¢esto povezana s kolapsom duSnika, pretili, stariji psi
manjih pasmina najceS¢e Su zahvaceni ovom boleS¢u, dok brahicefaliéne pasmine cesto
obolijevaju od stati¢nog oblika bronhomalacije (ETTINGER 1 sur., 2024.). Klinicki znakovi
ukljucuju kroni¢ni kasalj (u velikoj vecini slucajeva), ¢esto s izrazenim znakovima opstrukcije
disnih puteva kao S$to su zvizdanje, respiratorni distres i1 cijanoza vidljivih sluznica

(ETTINGER i sur., 2024.).
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Dijagnoza se najéeSc¢e postavlja bronhoskopijom, s obzirom na to da ona omogucuje
prikaz disnih puteva tijekom ciklusa disanja, stupanj kolapsa i zahvaCene segmente
(ETTINGER i sur., 2024.). CT pretraga takoder moZze pomo¢i u dijagnostici, 0sobito ako
podrazumijeva inspiratorno-ekspiratorne snimke, kako bi se bolje dokazala dinamicka
komponenta ovog stanja. Nativna radiografija manje je osjetljiva i specifi¢na, ali se moze
kombinirati s floroskopijom kako bi se bolje dokumentirala bronhomalacija, osobito ako je
dinami¢na (BOTTERO i sur., 2013.; DELLA MAGGIORE, 2020.; ETTINGER i sur., 2024.).
Poseban je izazov odredivanje znacaja kolapsa, S obzirom na to da bronhi mogu fizioloski
kolabirati u zdravih Zivotinja, te se isti¢e i potreba za uvodenjem sustava za ocjenjivanje
kolapsa bronha (OH i sur., 2019.; ETTINGER 1 sur., 2024.). Bronhoalveolarno ispiranje moze
pomoc¢i iskljuciti infektivna/upalna stanja koja su eventualno dovela do kolapsa bronha, a
zahtijevaju specificnu terapiju. Analiza plina u krvi Cesto potvrduje slabiju sposobnost
oksigenacije, s blagom hipoksemijom. Ehokardiografija se predlaze za dokazivanje plu¢ne

hipertenzije, koja se Cesto detektira u pasa s bronhomalacijom, a zahtijeva specifi¢nu terapiju
(ETTINGER i sur,, 2024.).

2.2.34. PRIMARNA CILIJARNA DISKINEZIJA

Primarna cilijarna diskinezija (PCD), poznata i pod nazivom sindrom nepokretnih
cilija, rijetka je bolest pasa koja je rezultat heterogene skupine nasljednih nedostataka koji
uzrokuju poremecenu pokretljivost cilija, Sto klinicki dovodi do cestih, rekurentnih,
bakterijskih infekcija gornjih i donjih di$nih puteva. U pasa, kao i u ljudi, nekoordinirana i
neucinkovita funkcija cilijarnog sustava rezultira neu¢inkovitim ¢iS¢enjem sluzi diSnih puteva.
To rezultira kroni¢énim zacepljenjem 1 upalnom diSnih puteva te na kraju 1 infekcijom
(ETTINGER 1 sur., 2024.). Ucestala je pojava u pasa koji boluju od PCD-a i situs inversus
(promjena lijevo-desne simetrije tijela) i transpozicija torakalnih i/ili trbusnih organa, $to se
pojavljuje u 50 % slucajeva (IBANEZ-TALLON i sur., 2003.). PCD je genetska bolest
zabiljezena u brojnih pasmina pasa i obi¢no se nasljeduje autosomno-recesivno. Mutacija je za
sada identificirana u staroengleskih ov€ara i malamuta (MERVEILLE 1 sur.,, 2014.;
ANDEREGG i sur., 2019.).
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Klini¢ki znakovi ukljucuju kronicne respiratorne znakove kao $to su rinosinuitis,
bronhitis, bronhopneumoniju i bronhiektazije. lako su znakovi u disnom sustavu najceséi,
klini¢ka slika moze odrazavati disfunkcionalni trepetljikasti epitel ili mikrotubule i u drugim
tkivima, pa su moguéa i klinicka ocitovanja u obliku otitis media, neplodnosti,
astenoteratospermije u muzjaka, hidrocefalusa, fibroze bubrega ili dilatacije bubreznih tubula
(ETTINGER i sur., 2024.). Cesto, pojava respiratornih znakova u mladih, &istokrvnih,
cijepljenih pasa budi sumnju na PCD, medutim neki psi po€inju pokazivati znakove tek u dobi

od nekoliko godina.

Potvrda dijagnoze PCD-a zahtijeva in vivo i in vitro funkcionalnu i ultrastrukturnu
analizu cilija. No nalaz specifi¢nih klini¢kih znakova u mladih pasa, u kombinaciji sa Situs
inversus, jako je sugestivan za PCD, a pomo¢ u dijagnostici pruzaju i drugi testovi koji upucuju
na mikrotubularne defekte, poput analize sperme (ETTINGER i sur., 2024.).

2.2.35. IDIOPATSKA PLUCNA FIBROZA

Idiopatska pluc¢na fibroza (IPF) kroni¢na je, progresivna, plu¢na bolest koja se ocituje
fibrozom pluénog intersticija. Tocna etiologija je nepoznata, a pretpostavlja se da u
etiopatogenezi ulogu imaju genetski i okoli$ni ¢imbenici (PIRAS i sur., 2020.). Ova se bolest
osobito ¢esto pojavljuje u pasmine zapadnoskotski bijeli terijer, a povremeno je zabiljeZena i
u drugih terijerskih pasmina. Tipic¢no su pogodeni stariji psi, s prosjecnom dobi pri dijagnozi
od devet godina, a spolna predispozicija za sada nije utvrdena (HEIKILLA i sur., 2011.). Moze
nastati sekundarno na ozljedu koja oste¢uje alveolarni epitel, a koja je pracena neispravnim
procesima zacjeljivanja (HEIKILLA i sur., 2011.). Sto bolest vi$e napreduje, dolazi do jateg
oStecenja i promjene postaju ireverzibilne. Fibroza dovodi do povecane gustoce intersticijskog
pluénog tkiva te sekundarne mineralizacije pluénog parenhima. Izmjena plinova kroz
alveolarne stijenke je smanjena, a moze do¢i 1 do hiperplazije glatkih miSi¢a, metaplazije

epitela i hiperplazije pneumocita tipa I (HEIKKILA-LAURILA i sur., 2014.).

Psi s IPF-om obi¢no razvijaju sporoprogresivne respiratorne znakove tijekom mjeseci
i Cesto bivaju dovedeni veterinaru zbog akutne egzacerbacije bolesti ili brze progresije

klinickih znakova. Uobicajene abnormalnosti ukljuuju dispneju, nepodnoSenje tjelesnog
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napora, kasalj, letargiju, dahtanje, tahipneju i gubitak apetita, a povremeno se mogu pojaviti i
sinkope. Cijanoza vidljivih sluznica &est je nalaz u poodmaklim stadijima bolesti (HEIKKILA
i sur., 2011.). Prilikom klinickog pregleda klasi¢an je nalaz obostranih patoloskih diSnih
Sumova koje zvuce poput "pucketanja ¢icka". Moze se primijetiti povecan inspiratorni ili
povecan mjesoviti inspiratorno-ekspiratorni napor. Prilikom pregleda mogu se uociti i gubitak
tjelesne mase, dehidracija, cijanoza sluznica, src¢ani Sum, tahikardija ili bradikardija

(HEIKKILA i sur., 2011.).

Neinvazivna (npr. laboratorijske pretrage krvi) i minimalnoinvazivna dijagnostika (npr.
bronhoskopija s bronhoalveolarnim ispiranjem) korisne su za isklju¢ivanje drugih uzroka
respiratornih bolesti, ali nisu dovoljni da potvrde IPF. Slikovna dijagnostika dalje potvrduje
sumnju, ali takoder ne moze potvrditi pluénu fibrozu. Tipi¢an je nalaz bronhointersticijskog
uzorka i povecanje desne strane srca. Odsutnost alveolarnog uzorka u psa s glasnim
krepitacijama pri auskultaciji moze upucivati na pluénu fibrozu. Karakteristicni nalazi
torakalnog CT-a u ljudi s ovom bolesti omogucuju dijagnosticiranje IPF bez biopsije pluca, ali
u pasa nije dovoljno specifi¢an. U daljnjoj se dijagnostici savjetuje ehokardiografija kako bi se
iskljucila primarna bolest srca i kako bi se procijenila prisutnost pluéne hipertenzije, Ceste
komplikacije IPF-a koja se moze lijecCiti. Za potvrdu fibroze nuzna je histopatoloska pretraga
pluénog tkiva (ETTINGER i sur., 2024.).

2.2.3.6. PLUCNA TROMBOEMBOLIJA

Pluéna tromboembolija (PTE) skupni je naziv za stanja kod kojih dolazi do opstrukcije
pluénog arterijskog sustava lokalno formiranim trombom (primarni plué¢ni tromb) ili trombom
nastalim negdje drugdje u krvoZilnom sustavu koji se translocira u pluéni arterijski sustav
(plu¢na embolija). Nakon okluzije pluéne vaskulature humoralni ¢imbenici i alveolarna
hipoksija induciraju refleksnu vazokonstrikciju koja poveéava pluéni vaskularni otpor, nakon
cega se razvija pluéna arterijska hipertenzija 1 opterecenje desne klijetke. S progresivnom
plu¢nom arterijskom hipertenzijom naknadno se razvija i desnostrano zastojno zatajivanje srca
(ETTINGER i sur., 2024.).
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Virchowova trijada tromboze navodi da su uvjeti koji pogoduju stvaranju tromba
izlozenost subendotelnom kolagenu (tj. oStecenje vaskularnog endotela), hiperkoagulabilnost i
abnormalni protok krvi (tj. zastoj krvi). Trombi u pluénim arterijama dovode do abnormalnosti
ventilacije 1 perfuzije, hipoksije, tahipneje, hipokapnije, refleksne pluéne arterijske
vazokonstrikcije 1 bronhokonstrikcije. Mogucéa mjesta nastanka tromba ukljuc¢uju desni atrij,
Suplju venu, jugularne vene, femoralnu venu i mezenterijalne vene (HAWKINS, 2020.). Brojni
poremecaji predisponiraju za PTE, a u vecine pasa istodobno je prisutno i vise od jednog
poremecaja. Stanja koja se dovode u vezu s PTE-om su sr¢ana dirofilarijaza, neoplazme
(osobito adenokarcinomi), hiperadrenokorticizam, egzogena primjena steroida, nefropatija s
gubitkom proteina, enteropatija s gubitkom proteina, imunosno posredovana hemoliticka
anemija, diseminirana intravaskularna koagulopatija, sepsa, sistemski upalni sindromi (npr.
pankreatitis, vaskulitis), traume, kirurski zahvati i bolesti srca (JOHNSON 1 sur., 1999.).

Klini¢ki znakovi variraju ovisno 0 primarnoj bolesti koja je dovela do PTE-a. Znakovi
povezani s PTE-om ukljucuju (per)akutni nastanak dispneje, tahipneje, anoreksije, letargije,
cijanoze sluznica, sinkope, kolapsa, kasalja, hemoptize, jugularne distenzije i iznenadne smrti.
Prilikom klini¢kog pregleda mogu se auskultirati krepitacije ili oStri diSni Sumovi nad plu¢ima,
dok neki pacijenti imaju priguSene sréane i pluéne tonove ako je prisutan pleuralni izljev
(HAWKINS, 2020., ETTINGER i sur., 2024.). JOHNSON i suradnici (1999). ukazali su da je
oko 40 % pasa s PTE-om imalo i neuroloSke deficite. Dijagnosticiranje PTE-a u praksi vrlo je
izazovno. Kombinacija perakutnih i teskih klini¢kih znakova i nalaza klinickog pregleda u pasa
s predisponiraju¢im ¢imbenicima moze pobuditi sumnju na PTE. U veterinarskoj medicini
mnogi se pacijenti terapiraju za PTE na temelju odgovaraju¢e anamneze i klinickih znakova a
da se ne dokaze prisutnost ugruska u plu¢noj vaskulaturi (ETTINGER i sur., 2024.).

Pocetna dijagnostika Cesto ukljucuje analizu arterijskih plinova, radiografiju prsne
Supljine, ultrazvu¢nu dijagnostiku prsne Supljine i pluc¢a i ehokardiografiju. Analiza arterijskih
plinova opcenito upucuje na hipoksemiju, hipokapniju i povecanje gradijenta A-a.
Radiografske promjene koje se mogu zamijetiti ukljucuju zari$ne ili difuzne intersticijske i/ili
alveolarne infiltrate, nejednak promjer krvnih zila, pleuralni izljev i povecanje desne strane
srca, ali veéina pacijenata s PTE-om imaju uredan nalaz torakalne radiografije. Ultrazvukom
pluca moze se prikazati konsolidacija pluénog parenhima (HAWKINS, 2020.).

Ehokardiografijom se rijetko moze prikazati tromb, ali se mogu iskljuciti druge bolesti poput
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kardiomiopatije, endokarditisa i tamponade srca (MORITA i sur., 2019.). Osnovni profili
koagulacije imaju minimalnu dijagnosticku vaznost zbog niske osjetljivosti i specifi¢nosti za
PTE. Koncentracija antitrombina < 60 % povezana je s umjerenim rizikom od tromboze, dok
je razina < 30 % povezana s visokim rizikom u jednom istrazivanju na psima (KUZI i sur.,
2024.). Tromboelastografija i tromboelastometrija mogu se primijeniti za ukupnu procjenu
hiperkoagulabilnosti, ali je specifi¢nost za dijagnozu PTE-a niska. D-dimeri su markeri
fibrinolize i jako visoke koncentracije D-dimera mogu upucivati na PTE, iako poviSene
koncentracije D-dimera nisu specifi¢ne za PTE, budu¢i da poveéane razine mogu biti povezane
i s drugim bolestima kod kojih dolazi do fibrinolize (EPSTEIN i sur., 2014.). Nasuprot tome,
normalni D-dimeri imaju visoku negativnu prediktivnu vrijednost, te normalna razina D-
dimera nacelno iskljucuje PTE kao mogucu dijagnozu (EPSTEIN i sur., 2014.). Napredna
slikovna dijagnostika u obliku CT-a s plu¢nom angiografijom trenuta¢no je dijagnosticki zlatni
standard za PTE (GOGGS i sur., 2014.).

2.3. PROTEOMIKA

Proteomika je znanstvena disciplina koja se bavi prou¢avanjem proteoma, proteinskog
sastava stanice, tkiva, organa i izlu¢evina organizma, interakcija, funkcije, sastava i strukture
proteina i njihovih aktivnosti unutar stanica (NORMAN i sur., 2018.). Proteomika omogucuje
bolje razumijevanje strukture i funkcije organizma od genomike zbog toga §to proucava
ekspresiju proteina, koja se mijenja kroz vrijeme i ovisno o uvjetima okoliSa (AL-AMRANI i
sur., 2021.).

Genom se sastoji od fiksnog broja gena koji kodiraju proteine i ostaje uglavnom nepromijenjen
tijekom zivota. Stoga prouc¢avanje DNK sekvenci i sekvenci glasnicke ribonukleinske kiseline
(mRNK) ne uzima u obzir promjenjiv utjecaj okoliSa. Istrazivanja nukleinskih kiselina daju
podatke o potencijalu za organsku i stanicnu patobiologiju te o riziku nastanka bolesti
(INTERNATIONAL HUMAN GENOME SEQUENCING, 2001). Struktura i funkcija
proteina konstantno se mijenjaju unutar dinamickih fizioloskih, ali i patoloskih sustava, $to se
dogada zbog posttranslacijskih modifikacija, interakcija medu proteinima, promjenama
njihovih poloZaja u stanici te kao posljedica sinteze 1 razgradnje tijekom bioloskih procesa
(NORMAN i sur., 2018.). Cilj proteomike, stoga, nije iskljucivo identificirati sve proteine

stanice ili tkiva nego i prikazati njihovu medusobnu povezanost. Osnovna razlika izmedu
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proteomike i molekularnih metoda u tome je sto se proteomika temelji na globalnoj analizi svih
proteina odjednom, §to je nuzno za adekvatno razumijevanje funkcioniranja bioloskih sustava,
S obzirom na broj i slozenost te medudjelovanje proteina (GRAVES i HAYSTEAD, 2002.).
Disni sustav, a 0sobito pluca, slozeno su polje istrazivanja proteomike, S obzirom na urodeni i
steCeni imunoSni sustav, izvanstani¢ni matriks/intersticij pluéa, rezidentne i regrutirane
leukocite te epitelni pokrov koji su stalno izlozeni vanjskom okruzenju (NORMAN 1 sur.,

2018.).

Povijesno gledano, tehnologije dostupne za kvantificiranje proteina u bioloskim
matricama bile su ograni¢ene i skupe, ali je nedavno postignut znatan napredak u ovom
podrucju. Ljudski proteom provizorno je mapiran primjneom integrativnog omickog pristupa
(transkriptomika i tehnike temeljene na antitijelima) i velik je korak naprijed za proteomska
istrazivanja (UHLEN i sur., 2015.).

Jedan od glavnih fokusa dosadasnjih proteomskih istrazivanja jest identifikacija
adekvatnih biomarkera bolesti i ciljeva za intervenciju. Proteomika ima najve¢i potencijal od
cijelog polja "omike" za pruzanje novih znanja o patogenezi bolesti, odredivanja pouzdanih
biomarkera i olakSavanje otkrivanja novih terapijskih strategija za bolesti ljudi i zivotinja

(TAMBOR i sur., 2010.).

Tehnike koje se naj¢eS¢e primjenjuju u proteomici su spektrometrija masa (engl. mass
spectromectry, MS) i tehnike koje se temelje na aptamerima. Osobito je vazna MS, ¢iji je
napredak u posljednjem desetlje¢u poboljSao moguénosti preciznog mjerenja tisuc¢e proteina u
bioloskim uzorcima. Spekrometrija masa jest analiticka metoda koja pruza informacije o masi
peptida ili o njihovim fragmentima na temelju omjera mase i naboja iona (engl. mass-to-charge
ratio, m/z) (GRAVES i HAYSTEAD, 2002.). Postupak zapocinje frakcioniranjem, koje se
moze posti¢i na temelju svojstava naboja, izoelektricne tocke ili hidrofobnosti peptida, a obi¢no
se postize primjenom gel elektroforeze, kromatografije ili izoelektricnog fokusiranja
(MALLICK 1 KUSTER., 2010.). Zatim se reducirani uzorci podvrgavaju tekucinskoj
kromatografiji (engl. liquid chromatography, LC) za daljnje odvajanje i redukciju uzorka. MS
je sljedec¢i klju€an analiticki korak jer se prikupljene informacije zatim koriste za identifikaciju
razli¢itih proteina. Budué¢i da MS mjeri m/z u plinovitoj fazi, peptidi se moraju prevesti u

plinovitu fazu i potom ionizirati. Jednom ionizirani, ioni prekursora peptida dostavljaju se
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spektrometru masa gdje se mjeri m/z omjer. Pojedinacni prekursorski ioni tada se odabiru i
podvrgavaju tandemskom MS-u da bi se stvorili specifi¢ni fragmenti iona. Ova kombinacija
omjera prekursora m/z i njegovih fragmenata iona zatim se usporeduje s poznatim peptidnim
sekvencijama iz odabranih baza podataka proteina kako bi se proteini identifikacirali. Postoji
viSe tehnologija i metoda za frakcioniranje peptida, obogacéivanje, ionizaciju i vrste
spektrometara mase koji su komercijalno dostupni (MALLICK i KUSTER., 2010.; NORMAN

i sur., 2018.). Osnovni metodoloski prikaz proteomske analize prikazan je na slici 11.
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Slika 11. Hodogram proteomskog istrazivanja (autor: J. Kules).

Nove proteomske eksperimentalne tehnologije generiraju velike koli¢ine podataka, ali
veliki izazov lezi u analizi tih podataka kako bi se identificirala vaznost proteina u bioloskim
procesima. Polja bioinformatike, ratunalne biologije i sistemske biologije razvila su tehnike za
olakSavanje analize i interpretacije ,,omickih” podataka (BENEDICT i LAUFFENBURGER,
2013.). S obzirom na to da dobiveni podatci mogu biti viSe ili manje iskoristivi, pogotovo u
veterinarskoj medicini (obzirom na velik broj Zivotinjskih vrsta) predlaze se konvertiranje
rezultata prema vrsti koja je ve¢ koriStena kao model i za koju su podatci ve¢ poznati, u sluc¢aju
da se proteomsko istrazivanje radi na Zivotinjskoj vrsti za koju nije generirana baza podataka
gena 1 proteina (za $to se obicno primjenjuje program BLAST) (NORMAN 1 sur., 2018
SIMONIJI, 2023.).
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2.3.1. PROTEOMIKA UHUMANOJ | VETERINARSKOJ MEDICINI

Proteomika je metoda koja se sve ¢esce primjenjuje u humanoj medicini za utvrdivanje
potencijalnih bioloskih biljega bolesti donjih diSnih puteva poput astme, kronicne opstruktivne
bolesti plu¢a, tumora pluca idiopatske pluéne fibroze i upale plu¢a (NORMAN i sur., 2018.;
REZAEEYAN i sur., 2023.). Novi proteini identificirani proteomikom mogu biti koristeni u
ranoj dijagnostici, pracenju i lijeCenju pacijenata. Identificiranje proteinskih biljega u bolesti
donjih diSnih puteva moze biti prikladno rjeSenje za osmiSljavanje ciljane terapije 1
preventivnih strategija za pacijente s tim bolestima (NORMAN i sur., 2018.). Analiza
proteomskih podataka daje liste gena koji se mogu povezati s molekularnim 1 bioloSkim
putevima te funkcionalnim kategorijama kao $to je genska ontologija. Genska ontologija (GO)
ujedinjena je bioinformaticka inicijativa sa svrhom ujedinjenja gena i produkta gena za sve
zivotinjske i biljne vrste, §to bi trebalo dovesti do nastanka kontroliranog rje¢nika, ujedinjenja
velike koli¢ine podataka i omoguciti alate jednostavnog koriStenja tih podataka (THE GENE
CONSORTIUM, 2008.). Ontologija predstavlja koncept formalnog imenovanja, definiranja,
klasifikacije i odredivanja odnosa medu konceptima, podacima i entitetima, pa se tako genska
ontologija, koja sluzi za katalogizaciju odredenog gena, dijeli u daljnje tri ontologije koje
predstavljaju razlicite bioloske aspekte: molekularna funkcija (engl. molecular function, MF),
bioloski proces (engl. biological proces, BP) i stani¢na komponenta (engl. cellular component,
CC). Analiza bioloskih puteva povezanih s proteomom sustavno povezuje proteine s
molekularnim funkcijama te je prvi izbor za dobivanje uvida u temeljne meduodnose
identificiranih proteina. Baze poput Reactomea i KEGG-a sluze kao arhiva opisa bioloskih
procesa, ali i alati za otkrivanje novih funkcionalnih odnosa u istrazivanim proteomskim

podacima (GILLESPIE i sur., 2021.).

Uloga proteomike u veterinarskoj medicini i zdravlju zivotinja polje je koje dozivljava
brzu evoluciju u posljednje vrijeme 1 nudi mogucénost relevantnih otkrica koja se mogu
primijeniti na kuéne ljubimce i domace zivotinje (KAJIN i sur., 2024.). Vecina se proteomskih
istrazivanja iz tog podrucja koristi za napredak dijagnostike bolesti, komparativne medicine,
farmakologije, prehrane, reproduktivne biologije, stotarske proizvodnje i patologije (BILIC i
sur., 2018.). No u veterinarskoj medici za sada postoji tek nekoliko istrazivanja koja opisuju

primjenu proteomske analize u identifikaciji proteina koji bi se mogli koristiti kao bioloski
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biljezi bolesti donjih disnih puteva. LILJA-MAULA i suradnici (2013) u¢inili su proteomsku
analizu uzoraka bronhoalveolarnih ispiraka zapadnoskotskih terijera s idiopatskom plu¢énom
fibrozom, pasa s kroni¢nim bronhitisom i zdravih pasa i uocili ekspresiju Sest proteina i
supresiju jednog proteina. Espresija B-aktina, C3 komponente komplementa, a-1-antitripsina,
apolipoproteina A-1, haptoglobina i transketolaze bila je poveéana, a ekspresija lizozima C
smanjena (LJILJA-MAULA isur., 2013.). U tom je istraZivanju usporedbom proteoma uoceno
da postoje slicne promjene u pasa oboljelih od pluéne fibroze i bronhitisa, ali nije utvrden
specifi¢an bioloski biljeg za plu¢nu fibrozu. MAHER i suradnici (2022.) objavili su rezultate
kvantitativne analize proteoma uzoraka bronhoalveolarnih ispiraka zapadnosSkotskih terijera
oboljelih od idiopatske pluéne fibroze i zdravih pasa. Ponovno je zabiljeZena ekspresija brojnih
proteina u pasa oboljelih od pluéne fibroze, koji su posljedica upalnih i fibroti¢nih procesa koji

zahvacaju pluca takvih pacijenata.
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3. OBRAZLOZENJE TEME

Bolesti donjih disnih puteva Ceste su u pasa, a klinicki se ocituju od blagog kaslja i
smanjenog podnosenja tjelesnog napora pa sve do zivotno ugrozavajuce dispneje.
Dijagnosticki algoritmi kod takvih bolesti ¢esto su dugotrajni i podrazumijevaju primjenu
mnogobrojnih dijagnostickih metoda od kojih neke zahtijevaju sedaciju ili opéu anesteziju.
Pretragom dostupne literature uocava se nedostatak manje invazivnih metoda dijagnostike,
poput bioloskih biljega koji bi se mogli dokazati u lakse dostupnim uzorcima poput sline ili

seruma.

Proteomika je nova metoda koja omogucuje analizu cjelokupnog skupa proteina u
bioloskom uzorku i identifikaciju potencijalnih bioloskih biljega. Ona nudi mogu¢nost novih
spoznaja o biologiji i patologiji domacih zivotinja, a moze se Koristiti i kao znacajan dio
translacijske medicine u istrazivanjima bitnima za humanu medicinu (BILIC i sur., 2018,
TURK i sur., 2021, RESETAR MASLOV i sur., 2023). Primjena proteomike u prou¢avanju
bolesti pasa te analize patofizioloskih procesa i biolosklh biljega posljednjih godina
progresivno raste (CECILIANI i sur., 2013).

Pretragom literature nisu pronadeni potencijalni bioloski biljezi koji se koriste za
dijagnostiku ili pra¢enje neoplasti¢nih bolesti donjih disnih puteva, a znacajno je navesti i
problematiku dijagnostike CIRDC. Iako je klinickim pregledom nemoguce nedvojbeno utvrditi
tonu etiolosku dijagnozu, virusni i bakterijski uzrocnici mogu rezultirati blagom
samoograni¢avaju¢om bolesti ili dovesti do uginu¢a (DAY 1 sur., 2020.). Kao i u slucaju
neoplasti¢nih bolesti, u literaturi se ne opisuju specifi¢ni bioloski biljezi koji bi olaksali

dijagnozu i omogucili pravovremenu etioloSku terapiju.

Ciljevi predlozenog istrazivanja su:

1. Odrediti ucestalost i klinicko ocitovanje najcescih bolesti donjih disnih puteva u pasa
zaprimljenih u Sveucilisnu veterinarsku bolnicu Veterinarskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu

2. Odrediti pretezitost zaraznog kasalja pasa u populaciji pasa s bolestima donjih disnih

puteva
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3. Provesti proteomsku analizu na uzorcima bronhoalveolarnih ispiraka, seruma i sline
pasa s bolestima donjih disnih puteva i identificirati bioloske biljege koji ¢e olaksati utvrdivanje

dijagnoze i prognoze bolesti donjih disnih puteva pasa

Hipoteze ovog istrazivanja su:
1. Ekspresija proteina razlicita je u bronhoalveolarnim ispircima, serumu i slini pasa
oboljelih od bolesti donjih disnih puteva u odnosu na pse bez bolesti donjih disnih

puteva

2. Ekspresija proteina u navedenim uzorcima razlikuje se ovisno o samoj bolesti, te novi

bioloski biljezi omogucuju razvoj manje invazivnih dijagnosti¢kih protokola
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4. MATERIJAL | METODE

4.1. ODOBRENJE

Ovo je istrazivanje odobreno odlukom Fakultetsko vije¢a Veterinarskog fakulteta
Sveucilista u Zagrebu na temelju clanka 40. Statuta Veterinarskog fakulteta Sveucilista u
Zagrebu, na prijedlog Povjerenstva za etiku u veterinarstvu, na 10. redovitoj sjednici
Fakultetskog vije¢a u akademskoj godini 2021./2022. odrZanoj dana 18. svibnja 2022. godine
(klasa: 640-01/22- 17/51; ur. br.: 251-61-20/623-22-01). Svi provedeni postupci na zivotinjama
bili su u skladu sa smjernicama iz Direktive 2010/63/EU Europskog parlamenta o zaStiti

zivotinja koje se koriste u znanstvene svrhe.

4.2. UZORCI

U istrazivanju su koristeni uzorci i prikupljeni podaci o psima u vlasnistvu fizickih
osoba, zaprimljenih zbog rutinske dijagnostike bolesti disnih puteva na Kliniku za unutarnje
bolesti Veterinarskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu u periodu od 1. 6. 2022 do 1. 1. 2024. U

istrazivanju su koristeni uzorci pasa neovisno o pasmini, dobi i spolu.

4.3. PODATCI KLINICKE OBRADE

Podaci o habitusu, anamnezi i klinickom pregledu dobiveni su pretrazivanjem

Vef.Protokol baze podataka.

Psi su iskljuceni iz ovog istrazivanja ako su imali:
1) nepotpune anamnesticke podatke
2 nepotpune rezultate dijagnostickih pretraga
3) nepotpune podatke o zapocetoj terapiji

4) kardiogeni edem pluca
Iz anamnestickih podataka 1 habitusa biljeZeni su podaci o spolu 1 kastracijskom statusu
pasa, pasmini, dobi pri pojavi klinickih znakova donjih diSnih puteva (u godinama), trajanje

bolesti (u tjednima), pojavi i tijeku kaslja, kvaliteti kaslja (suh ili produktivan), prisutnosti
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dispneje, smanjenom apetitu, te podaci o eventualnom prethodnom lijecenju antibioticima ili
glukokortikoidima u prethodna cetiri tjedna i eventualni klini¢ki znakovi drugih organskih
sustava (dermatoloski, gastrointestinalni ili neuroloski znakovi). Akutni kasalj definiran je kao
akutan ako je trajao kra¢e od dva mjeseca, odnosno kronican ako je trajao dulje od dva mjeseca

(HSIEH i BEETS 2019.).

Iz podataka o klinickom pregledu biljezili su se podaci o gojnom stanju zivotinje trijasu,

prisutnost iscjetka iz nosa ili o¢iju, kvalitetama diSnog Suma auskultiranom stetoskopom nad
oba pluéna polja te prisutnost eventualnih patolo$kih zvukova nad plu¢ima i eventualna
prisutnost desnostranog patoloskog Suma nad srcem.
Gojno stanje zivotinje bilo je izrazeno kao procjena tjelesne kondicije (body condition score,
BCS) (CHUN i sur., 2019.). Rektalna temperatura u Celzijevim stupnjevima smatrana je
fizioloskom u rasponu 38 — 39,2 °C, a frekvencija bila u rasponu 60 — 180/min i disanja 20 —
30 udisaja/min. Kvaliteta disSnog Suma opisivana je kao fizioloski, poostren jednostrano,
poostren obostrano, stiSan, a patoloski zvukovi kao hropci, krepitacije i zvizduci. Patoloski Sum
nad srcem je opisan prema prethodno utvrdenim kriterijima (ENGLAR, 2017.; ENGLAR,
2019ai b.; ETTINGER i sur., 2024.).

4.4. PODACI O NALAZIMA LABORATORIJSKIH PRETRAGA

Biljezeni su podaci iz nalaza laboratorijskih pretraga koriStenih u svrhu rutinske obrade
pacijenata s bolestima donjih di$nih puteva. Svim psima u ovome istraZivanju vadena je krv
venepunkcijom venae cephalicae antebrachi ili venae saphenae lateralis. Krv za kompletnu
krvnu sliku uzeta je u epruvetu s etilen-diamino-tetraoctenom kiselinom (engl.
ethylenediaminetetraacetic acid, EDTA) kao antikoagulansom i u serumsku epruvetu s gelom
bez aditiva za biokemijske pretrage. Kompletna krvna slika radena je na hematoloskom brojacu
Animal Blood Counter (Horiba ABX Diagnostis, Montpellier, Francuska) uz diferencijalnu
krvnu sliku (krvni razmaz bojen May-Grunwald-Giemsa bojenjem). Diferencijalna krvna slika
dobivena je brojenjem udjela segmentiranih i nesegmentiranih granulocita, limfocita i
monocita na ukupno 100 leukocita te izrazena kao postotak i u apsolutnim brojevima. Biljezeni
su rezultati CRP) izrazenom u mg/L (Abbott Architect c4000, Green Oaks, Sjedinjene

Americke Drzave).
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Biljezili su se rezultati slikovne dijagnostike (RTG i/ili CT) prsne Supljine provedene
na Zavodu za rendgenologiju, ultrazvuénu dijagnostiku i fizikalnu terapiju, Veterinarskog

fakulteta Sveucilista u Zagrebu.

Biljezili su se rezultati koproloske pretrage i prisutnost razvojnih stadija obli¢a

povezivanih s respiratornim invazijama u pasa: Angiostrongylus vasorum i Crenosoma vulpis.

4.5. DIJAGNOSTIKA KARDIOPULMONALNE DIROFILARIJAZE |
ANGIOSTRONGILOZE

BiljeZeni su rezultati IDEXX Snap ® 4Dx Plus (IDEXX Laboratories Inc., Westbrook,

Sjedinjene Americke Drzave) testa i modificiranog Knottova testa.

IDEXX Snap ® 4Dx Plus test je brzi (engl. point-of-care) test koji sluzi za dokazivanje
protutijela na Anaplasma phagocytophilum/Anaplasma platys, Borrelia burgdorferi, Ehrlichia
canis/Ehrlichia ewingii te antigena Dirofilaria immitis u uzorcima plazme, seruma ili

nekoagulirane pune krvi. Pretraga se provodila prema uputama proizvodaca.

Modificirani Knottov test proveden je na Zavodu za veterinarsku parazitologiju
Veterinarskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu iz uzoraka pune krvi. Jedan mililitar venske krvi
pomijesan je s devet mililitara 2 %-tnog formalina i centrifugiran pri 1500 g. Supernatant je
kasnije odliven, a sedimentu je dodano metilensko modrilo u omjeru 1:1000, te je sediment
pregledavan pod mikroskopom. Vrsta Dirofilaria sp. utvrdena je na temelju duljine tijela

pronadenih mikrofilarija.

Za dijagnostiku psece angiostrongiloze koristen je IDEXX Angio Detect Test (IDEXX
Laboratories Inc., Westbrook, Sjedinjene Americke Drzave) brzi test, prema uputama
proizvodaca. Test sluzi za otkrivanje antigena Angiostrongylus vasorum iz uzoraka pseéeg

seruma.
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4.6. BRONHOSKOPIJA | BRONHOALVEOLARNO ISPIRANJE

Bronhoskopija i bronhoalveolarno ispiranje bili su provedeni u sklopu uobicajene
obrade pacijenata s bolestima donjih diSnih puteva, pomoc¢u odgovaraju¢ih endoskopa. Za
traheobronhoskopiju koristi se fleksibilni videobronhoskop koji se sastoji od insercijske cijevi
1 upravljacke jedinice, kojom se rucno upravlja i koja je spojena na izvor svijetla. Pomocu
upravljacke jedinice savija se distalni dio cijevi Sto omogucuje rotacijske pokrete tog dijela
endoskopa i bolju mogucnost prikaza. Insercijska cijev moze biti dugacka 40 — 85 cm s
vanjskim promjerom od 3 do 6 mm. Za velike ili divovske pasmine pasa moze se koristiti i
gastroskop (promjera 7 — 9 mm i duljine 120 cm). Manji bronhoskopi promjera koriste se u
macaka i malih pasa, ali mali promjer bronhoskopa ograni¢ava veli¢inu radnog kanala. Radni

kanal pruZza mogucnost koriStenja instrumenta.

Koristeni su video endoskopski sustavi, ovisno o dimenzijama pacijenata i odluci ordinarijusa:

1) Olympus CLV-180 Evis Exera Il izvora svijetla (Olympus Medical Systems corp. Tokyo,
Japan), Olympus High definition LCD monitor (Olympus Medical Systems corp. Tokyo,
Japan) sa Olympus CHF type CB30S fiberoptickim endoskopom (Olympus Medical
Systems corp. Tokyo, Japan) insercijske tube promjera 2,8 mm, radnog kanala 1,2 mm,

duljine 700 mm

2) Vathin Digital Video Monitor DVM A1 (Hunan Vathin Medical Instrument Co., Hunan,
China) i fleksibilni endoskop H-steriScope 1Single-Use Bronchoscope Slim (Hunan
Vathin Medical Instrument Co., Hunan, China) insercijska tuba 3,2 mm, s radnim kanalom

1,2 mm, duljine 600 mm.

Bronhoskopija i BAL provedeni su na psima u op¢oj inhalacijskoj anesteziji. Tijekom
zahvata bronhoskopije 1 BAL pacijenti su postavljeni u sternalni ili bo¢ni poloZaj te su u ustima
imali postavljeni otvara¢ za usta kako bi se sprijecilo oSte¢ivanje endoskopa. Prije pocetka

zahvata provedena je kratkotrajna aplikacija kisika u cilju preoksigenacije.

Koristeni su podaci o izgledu i promjenama dusnika i bronha zabiljezenim prilikom

bronhoskopije. Potpunim nalazom bronhoskopije smatrao se svaki u kojemu je jasno opisana
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boja i tekstura sluznice, prohodnost, prisutnost diSnih puteva, koli¢ina i priroda sekreta te
prisutnost i mjesto stranih tijela ili masa. Uredan nalaz bronhoskopije smatran je ako je prisutna
vlazna, blijedoruzicasta sluznica s malo sekreta, a submukozne zile su jasno vidljive (slika 2)

uz jasno naznaceno grananje te okrugli presjek bronha.

U istrazivanju su koristeni i rezultati pretrage BAL provedene u sklopu dijagnostike.
Bronhoalveolarno ispiranje provedeno je nakon bronhoskopije. Uzorci dobiveni BAL dobiveni
su s mjesta prethodno odabranog iz radiografskih ili nalaza kompjutorizirane tomografije,
mjesta ocite patologije uocene na bronhoskopiji, s mjesta odabranog u odsutnosti ocite
makroskopske patologije, kao 1 ,,slijepom* (nebronhoskopskom) metodom. Za ispiranje su
koristene sterilne sonde, koje se (ovisno o promjeru i duljini) prilagodavaju veli¢ini zivotinje.
Duljina sonde ili katetera iznosila je od pocetka usne Supljine do zadnjeg rebra (HAWKINS,
2020). Sonda ili kateter proveo se kroz endotrahealni tubus dok se njezno ne zaglavi, odnosno
dok se dalje nije mogao gurnuti. Izvlacenje katetera nekoliko milimetara, lagano rotiranje i
ponovno njezno guranje dok se ne zaustavi, koriSteni su da se kateter s veCom sigurnos$cu
umetne unutar diSnog puta, kako se ne bi zaglavio na ra¢vanju diSnog puta. Jednom kada je
kateter u poziciji, kroz njega se aplicirala zagrijana sterilna fiziolos§ka otopina i odmah se
aspirirala (ETTINGER i sur., 2024.). KoriStene su najmanje dvije aplikacije sterilne fizioloske
otopine koja je aplicirana na predvideno mjesto u dozi od 1 do 2 ml/kg tjelesne mase pacijenta,
nakon cega je odmah aspirirana u sterilnu brizgalicu te alikvotirana za predvidene pretrage.
Uzorci za bakteriolosku 1 mikolosku pretragu pohranjeni su u sterilnoj brizgalici te dostavljeni
u bakterioloski laboratorij odmah nakon zavrSene pretrage. Uzorci za citolo§ku pretragu

pohranjeni su u epruvete s EDTA-om te bez odgode dostavljeni u laboratorij.

Uzorci dobiveni BAL-om slani su na citolosku (Zavod za veterinarsku patologiju
Veterinarskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu) i1 mikrobioloske pretrage (Zavod za
mikrobiologiju i zarazne bolesti s klinikom Veterinarskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu) u
sklopu standardne obrade pacijenta s bolestima donjih diSnih puteva, te su biljezeni rezultati
tih pretraga.

Ostatni uzorci bronhoalveolarnih ispiraka (centrifugirani i necentrifugirani) pohranjeni su na

temperaturi od -80 °C.
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4.7. CITOLOSKA PRETRAGA BRONHOALVEOLARNIH ISPIRAKA

Citoloska pretraga provela se na razmazima centrifugiranih ispiraka napravljenima
unutar 30 minuta od uzorkovanja ili centrifugiranim uzorcima pohranjenima u EDTA epruvete.
Preparati su bojeni May-Grinwald-Giemsinom metodom. Na stakalca s osuSenim materijalom
nakapana je May-Grunwaldova otopina te je nakon dvije minute isprana destiliranom vodom.
Zatim je nanesena razrijedena i filtrirana Giemsina otopina (razrijedena 1:10 s destiliranom
vodom) koja je ostavljena na stakalcu 20 minuta, nakon ¢ega se isprala s destiliranom vodom
1 stakalce se ostavilo u destiliranoj vodi jednu minutu i 20 sekundi. Prilikom citoloske analize
preparata subjektivno je procijenjena i djelomi¢no kvantificirana (malo, srednje, jako) koli¢ina
sluzi, stani¢nost te udio i izgled rezidencijalnih i nerezidencijalnih stanica donjih di$nih puteva:
trepetljikavih i netrepetljikavih epitelnih stanica, alveolarnih makrofaga, neutrofila, eozinofila,
limfocita, mastocita, eritrocita te displasti¢nih i neoplasti¢nih stanica. Na temelju navedenih
kriterija postavila se konac¢na citoloSka dijagnoza kako je prethodno opisano (VALENCIANO
i COWELL, 2014.)

Konaéne citoloske dijagnoze kategorizirane su kao:

e uredan nalaz

neinterpretabilan nalaz (bez stani¢nih elemenata, ili premalo stanica)

e orofaringealna kontaminacija (nalaz povrSinskog plocastog epitela i/ili nalaz
Conchiformibius spp. bakterija)

e eozinofilna upala (> 10 % eozinofilnih granulocita)

e neutrofilna (gnojna) upala (> 10 % neutrofilnih granulocita)

e makrofagna (histiocitna ili granulomatozna upala) (dominantnu stani¢nu populaciju
¢ine makrofazi)

e piogranulomatozna upala (poviSen udio makrofaga i neutrofilnih granulocita)

e neoplazma (prisutnost jezgrenih kriterija malignosti i/ili atipicnih stanica)

e krvarenje (dominantan nalaz eritrocita sa znakovima eritrofagocitoze, hemosiderofaga

ili pigmenta hema)
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4.8. MIKROBIOLOSKA PRETRAGA BRONHOALVEOLARNIH ISPIRAKA

Mikrobioloska pretraga podrazumijeva bakteriolosku, virolosku i mikolosku pretragu
bronhoalveolarnih ispiraka. Uc¢injena je opc¢a bakterioloska kulturelna pretraga s
antibiogramom. Uzorci bronhoalveolarnih ispiraka nacjepljeni su kalibriranom ezom od 10
mikrolitara, postupkom rijedenja, na hranjivi agar (Oxoid Columbia Blood Agar Base, Oxoid,
Dublin, Irska) s dodatkom 5 %-tne ov¢je krvi. Nacijepljene su plo¢e potom inkubirane tijekom
24 — 48 sati pri 37 °C. Ako su zivotinje za vrijeme uzimanja uzorka lijeCene antimikrobnim
tvarima, ploce su prije izdavanja negativnog nalaza inkubirane tijekom najmanje 96 sati. Ploce
su svaki dan pregledavane na porast bakterijskih kolonija, koje su potom identificirane na
temelju kulturelnih, morfoloskih i biokemijskih svojstava. Postupak identifikacije bakterija
pocinjao je uocavanjem oblika, boje 1 veli¢ine kolonija, izgleda rubova i uraStenosti u podlogu.
Potom su bakterije obojene po Gramu kako bi se odredili veli¢ina i oblik bakterijskih stanica
te je li bakterija gram-pozitivna ili gram-negativna. Ovisno o tome, bakterijama su ispitana
sljedeca biokemijska svojstva: tvorba enzima katalaze, oksidaze i koagulaze, sposobnost
fermentacije glukoze s prisutnoscu ili bez prisutnosti kisika, sposobnost razgradnje laktoze,
ureje, citrata i lizina, sposobnost tvorbe plina, acetoina, sumporovodika, pokretljivost i
sposobnost rasta u prisutnosti zu¢nih soli. Vecina bakterija identificirana je do razine roda, a u
pojedinim slucajevima izolati su do razine vrste identificirani komercijalnim biokemijskim
sustavom (API, bioMerieux, Marcy-I'Etoile, Francuska), spektrometrijom masa laserske
desorpcije/ionizacije potpomognute matricom (MALDI-TOF MS) ili molekularnim
metodama. Klinicka vaznost poraslih bakterija procijenjena je na temelju gustoe porasta,

Cistoce bakterijske kulture i izdvojene vrste bakterija.

Porast mjesSovitih kultura ili porast manji od 1,7 x 10”3 CFU/mL smatrao se

kontaminacijom uzorka.

Osjetljivost bakterija na antimikrobne tvari ispitana je disk-difuzijskim postupkom po
Kirby-Baueru. Postupak se provodi nanoSenjem suspenzije bakterijske kulture odredene
gusto¢e na Mueller-Hintonov agar (Bio-Rad, France) s dodatkom krvi ili bez dodatka krvi.
Nakon toga su na agar stavljeni papirnati diskovi impregnirani odredenom koncentracijom
antimikrobne tvari (Bio-Rad, Francuska). Ploce su potom inkubirane tijekom 24 sata pri 37 °C,

nakon ¢ega je izmjeren promjer zona inhibicije rasta bakterija oko diskova. Interpretacija zona
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inhibicije rasta definirana je u tri kategorije: osjetljiv (S), osjetljiv uz povecanu izlozenost (I) i
rezistentan (R). Cijeli postupak ispitivanja antimikrobne osjetljivosti je proveden i rezultati
interpretirani prema smjernicama Instituta za standarde klinika i laboratorija (CLSI, 2015.) i
Europskog odbora za testiranje osjetljivosti (EUCAST, 2022.).

Uzorci bronhoalevolarnih ispiraka nacjepljivani su u duplikatu na Sabouraudovu
hranjivu podlogu te inkubirani tijekom 14 dana na 37 °C (BOSSHARD, 2011., ZHU i sur.,
2021). Uzorci zaprimljeni od Zivotinja koje su lijecene antifungalnim lijekovima inkubirani su
u trajanju prosjecno od cCetiri do Sest tjedana. Identifikacija poraslih gljivica provodila se
rutinskim laboratorijskim metoda do razine roda, a neke do razine vrste koriste¢i pritom
njihova kulturelna, morfoloska i mikroskopska obiljezja te biokemijska svojstva. U odredenim
slucajevima za identifikaciju vrste koriStene su molekularne metode — lancana reakcija
polimerazom koja je ukljucivala upotrebu unverzalnih pan-fungal pocetnica i sekvenciranje

dobivenih produkata.

4.9. MOLEKULARNA METODA DOKAZA UZROCNIKA POVEZANIH SA
ZARAZNIM KASLJEM PASA

Metodom PCR iz uzoraka dobivenih bronhoalveolarnim ispiranjem odredivala se
prisutnost uzro¢nika povezivanih s CIRDC-om: Bordetella bronchiseptica (Bb), Mycoplasma
spp. 1 zasebno Mycoplasma cynos, psec¢i adenovirus tipa 1 1 2 (CAV-1 i 2), virus Stenecaka
(canine distemper virus, CDV), pse¢i herpesvirus 1 (CaHV-1), pse¢i parainfluenza virus
(CPiV), virus influence pasa (CIV) te pseéi respiratorni koronavirus (CRCoV) (DAY 1 sur.,
2020.).

49.1. PCRPROTOKOL

KoriStene su nukleinske kiseline izolirane iz bronhoalveolarnih ispiraka pasa
skladistenih na -80 °C. U ependrof epruvete s uzorcima dodavala se puferirana solna otopina u
koli¢ini od 700 mcL, a postupak se provodio u biozastitnoj komori, te se epruveta s uzorkom i
puferiranom solnom otopinom kratko promijeSala na tresilici, a zatim centrifugirala 15 sekundi

na 6000 okretaja. Izdvajanje ukupne nukleinske kiseline provodilo se upotrebom komercijalnih
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kompleta QIAamp Cador Pathogen Mini kit 250 (QUIAGEN, Hilden, Njemacka) prema

uputama proizvodaca.

Komplet QIAamp DNA Mini Kit sadrzava:

QlAamp kolona za centrifugiranje
plasti¢ne epruvete zapremine 2 ml
puferska otopina AL

puferska otopina ATL

puferska otopina AW1 (koncentrirana)
puferska otopina AW2 (koncentrirana)
puferska otopina AE

proteinaza K

50 komada
150 komada
12 mi

10 ml

19 mi

13 ml

22 ml

1,25 ml

PCR metoda provedena je uz upotrebu sljedeé¢ih reagensa:

- voda slobodna od RNK-za i DNK-za (Invitrogen, Waltham, Massachusetts,

SAD)

- reakcijski pufer 10x koncentriran

- 50 mM MgCI2
- 25 mM dNTP

- uzvodna pocetnica 10 uM (Hfor)

- nizvodna pocetnica 10 uM (555rev)

- Taq Platinum Su/ul (Invitrogen, Waltham, Massachusetts, SAD)

- pocetnice (tablica 3)

Tablica 3. Pocetnice za umnazanje odsjeaka genoma uzro¢nika povezanih s CIRDC-om u

izvodenju PCR metode

) OZNAKA NUKLEOTIDNI SLIJED
UZROCNIK POCETNICE 57 e >3
B. . Flal CCCCCGCACATTTCCGAACTTC
bronchyseptica
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Fla2

AGGCTCCCAAGAGAGAAAGGCTT

Fla3 CACCTGCCCCATCTCC
Fla4 TGGCGCCTGCCCTATC
GPO3F TGGGGAGCAACAGGATTAGATACC
Mycoplasma
spp.
MGSO TGCACCATCTGTCACTCTGTTAACCTC
MYC1 CACCGCCCGTCACACCA
Mycoplasma
cynos
MCYN GATACATAAACACAACATTATAATATTG
CDV-forward ACTGCTCCTGATACTGC
CDhV
CDV-reverse TTCAACACCAAC(T/C)CCC
HA1 CGCGCTGAACATTACTACCTTGTC
CAV-1
CAV-2
HA2 CCTAGAGCACTTCGTGTCCGCTT
DFA GAYTTYGCNAGYYTNTAYCC
CAHV-1

ILK

TCCTGGACAAGCAGCARNYSGCNMTNAA
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KG1 GTCTTGCTCACCAGNTCNACNCCYTT
TGTAACTCGGTGTAYGGNTTYACNGGNG
TGV T
IYG CACAGAGTCCGTRTCNCCRTADAT
CIV_M_F151 CATGGARTGGCTAAAGACAAGACC
o\
CIV_M_R276 AGGGCATTTTGGACAAAKCGTCTA
CPIV_N_F428 GCCGTGGAGAGATCAATGCCTAT
CPIV
CPIV_N_R614 GCGCAGTCATGCACTTGCAAGT
CoV_16053_F GGTTGGGAYTAYCCTAARTGTGA
CRCoV CoV_16594 R TAYTATCARAAYAATGTCTTTATGTC
CoV_Pan_16510_R | TGATGATGGNGTTGTBTGYTATAA

Reagensi koristeni prilikom pripravljanja reakcijske smjese za izvodenje PCR metode
pomijesali su se u Eppendorf epruveti. Koliina reagensa varirala je ovisno o vrsti uzro¢nika i
broju uzoraka. Eppendorf epruveta zatim se kratko promijeSala na tresilici i kratko
centrifugirala. Nakon toga je reakcijska smjesa podijeljena u PCR Eppendorf epruvetice.
Pripremljene PCR Eppendorf epruvetice poslozile su se u PCR uredaj, temperaturni rezimi za

dokazivanje DNK uzro¢nika prikazani su u tablici 4, a za dokazivanje RNK u tablici 5.
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Tablica 4. Temperaturni rezimi za dokaz DNK uzro¢nika zaraznog kaslja molekularnom
metodom PCR. PCR — lan¢ana reakcija polimerazom, CaHV — pse¢i herpesvirus, CAV — pseci

adenovirus.
e PR B. bronchiseptica CaHV-1
Orax PR —oeR 1 PCR Il PCR | PCR Il
Aktivacija 95°C-— 95°C-— 95°C-5 95°C-5
polimeraze 5 min 5 min min min
Denaturacija 94 °C — 94 °C - 95 °C - 95°C -
1 min 1 min 30s 30s
Vezivanje 53°C- 57 °C - 46°C-1 46 °C —
potetnica 155 S 30s £ min X a0 45x
Produzivanje 72 °C - 72°C - 72°C-1 72°C-1
lanca 20s 40s min min
Zavrsno 72°C— 72°C - 72 °C — 72°C—
produzivanje 10 min 10 min 10 min 10 min
Hladenje 10 °C - 10 °C - 10 °C — 10 °C -
neograni neograni neogranice neogranice
ceno ¢eno no no
Korak PCR-a CAV -1/2 Mycoplasma M. cynos
spp.
Aktivacija 94°C-3 95 °C—5min
polimeraze 95 °C — 5 min min
Denaturacija 96 °C—30's 94°C-45s S 95°C-45
Vev2|v§nje 58°C_1min | 32x 53°C-15 35X 55°C-30 | 30x
pocetnica sec S
Produzivanje 79°C — 1 min 72°C-30s 72°C-20
lanca S
Zavr$no 72°C-10 72°C-17 72 °C—-5min
produzivanje min min
Hladenje 10°C - 4°C - 4 °C - neograni¢eno
neograniceno neogranic¢eno

Tablica 5. Temperaturni rezimi za dokaz RNK uzro¢nika zaraznog kaslja molekularnom
metodom PCR. PCR - lan¢ana reakcija polimerazom, CIV — virus influence pasa, CPIV —
pseci virus parainfuence, CDV — virus Stenec¢aka, CrCoV — respiratorni koronavirus pasa.

Korak PCR-a

CIV/ CPIV/ CRCoV

CDV

Reverzna
transkripcija

50 °C — 30 min

50 °C — 30 min
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Aktivacija

. 95 °C — 15 min 95 °C — 15 min
polimeraze
Denaturacija 94 °C — 1 min 94°C-45s
vezivanje 58 °C — 1 min 40x 48°C 455 35x
pocetnica
Produzivanje lanca 72 °C — 1 min 72°C-90s
Zavisno 72 °C — 10 min 72°C — 10 min
produzivanje
Hladenje 10 °C — neograniceno 10 °C — neograniceno

Prikaz produkata dobivenih PCR metodom proveden je elektroforezom u 1,2 %-tnom
agaroznom gelu. Gel se spojio na istosmjernu struju napona 100 V, jacine 700 mA i snage 150
W te je postupak trajao 30 — 60 minuta. Prisutnost umnozenog fragmenta odgovarajuce veli¢ine
oznacavala je uspjeSan dokaz uzrocnika PCR metodom. Odredivanje nukleotidnog slijeda
ucinjeno je u tvrtki Macrogen, Amsterdam, Nizozemska pomocu ABI PRISM BigDye
terminator kita (Applied Biosystem, Carlsbad, California, SAD) na uredaju 3730 x 1 DNA

analzer istog proizvodaca.

4.10. UZORCI SLINE

Ostatni uzoreci sline koji su bili dostupni za pojedine pse, pohranjeni na temperaturi od
-80 ° C, upotrijebljeni su za proteomsku analizu u ovom istrazivanju. Uzorci sline prikupljeni
su kao §to je prethodno opisano (LUCENA i sur., 2019). Spuzva veli¢ine oko 2 x 2 cm stavljena
je u usta svakog psa, ostavljena u kontaktu s obrazom sluznice 1 — 2 minute, a zatim je stavljen
u Salivette — epruvetu (Salivette, Niimbrecht, Njemacka). Nakon centrifugiranja (3000 g, 10
min, 4 °C), uzorak sline prebacen je u polietilenske epruvete od 1,5 mL i pohranjen pri -80 °C

do proteomske analize.

4.11. FORMIRANJE SKUPINA

Na temelju rezultata anameze, klinicke slike i rezultata dijagnosti¢kih pretraga, psi su

svrstani, ovisno o postignutoj konac¢noj dijagnozi, u ¢etiri skupine:
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1) psi s upalnim bolestima donjih disnih puteva (U)
2) psi s neoplasti¢nim bolestima donjih disnih puteva (N)
3) psi s neupalnim/neneoplasticnim bolestima plu¢a (NN)

4) kontrolna skupinu (K).

Psi s nepotpunim anamnesti¢kim 1 klini¢kim podacima, i oni kod kojih nije postignuta

konac¢na dijagnoza, iskljuceni Su iz istrazivanja. Popis mogucih diferencijalnih dijagnoza za

pojedine skupine nalazi se u tablici 6.

Za utvrdivanje potrebnog broja uzoraka koristila se formula za izrac¢un veli¢ine uzorka

prema ZHANG i sur., 2017., a pomoc¢u besplatnog racunalnog programa G*power (FAUL i

sur., 2009.). Prema podacima iz sli¢nog istrazivanja (ROELS i sur., 2015.), a uzimaju¢i u obzir

zeljenu statisticku snagu od 80 %, i vrijednost 0,05 kao vjerojatnost statisticke pogreske tipa I,

procijenjena veli¢ina uzorka iznosila je 24 pasa, odnosno minimalno sest po skupini.

Tablica 6. Popis diferencijalnih dijagnoza bolesti donjih di$nih puteva pasa
Zarazni traheobronhitis pasa

Kroni¢ni bronhitis

Pneumonija (bakterijska, virusna,
protozoalna, parazitska, aspiracijska)
Eozinofilna bronhopneumopatija

Kolaps dusnika

Intersticijska fibroza pluca

Primarna cilijarna diskinezija

Plu¢na tromboembolija

Bronhiektazije

Bronhomalacija

Primarne novotvorine donjih diSnih puteva

gljivicna,
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Sekundarne (metastatske) novotvorine donjih diSnih
puteva

4.11.1. UPALNE BOLESTI DONJIH DISNIH PUTEVA

U ovu skupinu svrstani su psi u kojih su postignute sljede¢e kona¢ne dijagnoze: zarazni
kasalj pasa (CIRDC), kroni¢ni bronhitis, infektivni bronhitisi i pneumonije, eozinofilna
bronhopneumopatija. Dijagnoze su postavljene kombinacijom podataka dobivenih iz
anamneze, klinickog nalaza, laboratorijskih metoda dijagnostike, slikovne dijagnostike,
traheobronhoskopije i/ili citoloske/mikrobioloske pretrage bronhoalvolarnih ispiraka kako je
prethodno opisano (tablica 7) (VALENCIANO i COWELL, 2014.; HAWKINS, 2020.,
ETTINGER i sur., 2024.).

Tablica 7. Prikaz kriterija za postizanje kona¢ne dijagnoze bolesti iz skupine upala.
(CIRDC — kompleks zaraznih di$nih bolesti pasa, kaSalj Stenare, zarazni kasSalj pasa (engl.

canine infectious respiratory disease complex)

Nagla pojava kaslja +/- ostalih znakova di$nog sustava.

Tipi¢na epizotioloSka anamneza (izloZenost velikom broju drugih

pasa, pogotovo onima sa slicnim klini¢kim znakovima).

Dokaz specificnih uzro€nika seroloskim ili molekularnim metodama.

_ Kroni¢ni kasalj (dulje od dva mjeseca) bez sistemskih znakova.
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Bronhoskopski nalaz hipersekrecije sluzi +/- hiperemija sluznice i
bronhiektazije.

Citoloska pretraga bronhoalveolarnog ispirka: uredan nalaz ili blaga

neutrofilna do eozinofilna upala.
Negativan nalaz mikrobioloske pretrage bronhoalveolarnih ispiraka.

Iskljucivanje drugih bolesti slikovnom dijagnostikom.

Progresivni respiratorni klinicki znakovi sa sistemskim znakovima.

Nalaz bronhointersticijskog ili bronhoalveolarnog uzorka slikovne
dijagnostike plu¢a kompatibilan s pneumonijom u pasa bilo koje dobi

s kompatibilnim klini¢kim znakovima.

Citoloska pretraga bronhoalveolarnog ispirka: upala s eventualnim

prikazom uzroc¢nika.

Dokaz uzro¢nika mikrobioloSkom pretragom ili molekularnim

metodama u uzorcima bronhoalveolarnog ispirka.

Progresivni respiratorni klinicki znakovi sa sistemskim znakovima.
+/- periferna eozinofilija.
Difuzni intersticjski uzorak na slikovnoj dijagnostici pluca.

Citoloska pretraga bronhoalveolarnog ispirka: jaka eozinofilna upala

bez detekcije uzorocnika.

Negativne parazitoloske pretrage.
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4.11.2. NEOPLASTICNE BOLESTI DONJIH DISNIH PUTEVA

U ovu skupinu svrstani su psi u kojih je postignuta dijagnoza primarne ili metastatske
neoplasticne bolesti koja zahvaca dusnik, bronhe i/ili plu¢a. Dijagnoze su postavljene
kombinacijom podataka dobivenih iz anamneze, klinickog nalaza, laboratorijskih metoda
dijagnostike, slikovne dijagnostike, traheobronhoskopije i/ili citoloSke/mikrobioloske pretrage
bronhoalvolarnih ispiraka kako je prethodno opisano (tablica 8) (VALENCIANO i COWELL,
2014.; HAWKINS, 2020., ETTINGER i sur., 2024.).

Tablica 8. Prikaz kriterija za postizanje konac¢ne dijagnoze bolesti iz skupine

novotvorina.

Kroni¢ni sporoprogresivni respiratorni znakovi U starijeg psa (rijede

akutne prezentacije ili mladi pas).
+/- nespecificni sistemski znakovi.

Slikovna dijagnostika: lokalizirana, solitarna masa unutar parenhima

pluca +/- nalaz masa u ostalim organima.

Citoloska pretraga bronhoalveolarnog ispirka i/ili bioptata mase

kompatibilna sa neoplasti¢no promijenjenim stanicama.

Histopatoloska pretraga bioptata mase.

Kroni¢ni sporoprogresivni respiratorni znakovi U starijeg psa (rijede

akutne prezentacije ili mladi pas).

+/- nespecificni sistemski znakovi.
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4.11.3. NEUPALNE I NENEOPLASTICNE BOLESTI DONJIH DISNIH
PUTEVA

U ovu skupinu svrstani su psi u kojih su postignute sljede¢e konac¢ne dijagnoze: kolaps
dusnika i/ili bronha i bronhijektazije (bez znakova aktivne upale u trenutku dijagnostike),
idiopatska pluc¢na fibroza, plu¢na tromboembolija, primarna cilijarna diskinezija. Dijagnoze su
postavljene kombinacijom podataka dobivenih iz anamneze, klini¢kog nalaza, laboratorijskih
metoda dijagnostike, slikovne dijagnostike, traheobronhoskopije i/ili citoloske/mikrobioloske
pretrage bronhoalvolarnih ispiraka kako je prethodno opisano (tablica 9) (VALENCIANO i
COWELL, 2014.; HAWKINS, 2020., ETTINGER i sur., 2024.).

Tablica 9. Prikaz kriterija za postizanje kona¢ne dijagnoze bolesti iz skupine

neupalnih/neneoplasti¢nih bolesti.

Tipicna klinicka slika: kasalj koji zvuci poput glasanja guske (engl.

goose honk) i koji se pojacava za vrijeme uzbudenja i aktivnosti u
srednje starog psa male ili minijaturne pasmine (iako se moze pojaviti

u pasa svih dobi i pasmina) bez prisutnosti sistemskih znakova.
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Slikovna dijagnostika: nalaz kolapsa lumena intratorakalnog ili

ekstratorakalnog dusnika.

Brohoskopija: nalaz 1 stupnjevanje kolapsa lumena duSnika

Isklju¢ivanje drugih bolesti diSnih puteva.

Sporoprogresivni respiratorni  znakovi donjih diSnih puteva,

pogotovo u kompatibilnih pasmina starijih pasa.

Nalaz tipi¢nih velcro-krepitacija pri auskultaciji pluca stetoskopom.

Slikovna dijagnostika: difuzni intersticijski uzorak pluca.

Isklju¢ivanje drugih bolesti pluca.

Histopatoloska pretraga pluca.

Rekurentni respiratorni znakovi, bronhiektazije i bakterijske

infekcije diSnih puteva u mladih pasa.

+/- nalaz situs inversus.

Smanjena motilnost spermija (u nekastriranih muzjaka).

Pretraga cilijarnog epitela ili  spermatozoa elektronskim
mikroskopom.

Scintigrafija: smanjeni ili odsutan trahealni mukocilijarni klirens.

DNK pretraga u pasmine staroengleski ovc¢arski pas (bobtail).

Perakutna pojava respiratornog distresa.

Anamneza 1 klini¢i nalaz te ancilarne dijagnosticke pretrage
kompatibilne s bolestima koje se povezuju s pluénom

tromboembolijom.
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Napredna slikovna dijagnostika: CT angiografija za dokaz tromba u

glavnim, lobarnim ili segmentalnim plu¢nim arterijama.

Kronic¢ni respiratorni znakovi bez prisustva sistemskih znakova.

Slikovna dijagnostika: nalaz prosirenja lumena bronha.

Brohoskopija: nalaz i stupnjevanje prosirenja lumena bronha.

Iskljucivanje drugih bolesti diSnih puteva.

Kronic¢ni respiratorni znakovi bez prisustva sistemskih znakova.

Slikovna dijagnostika: nalaz kolapsa bronha.

Brohoskopija: nalaz i stupnjevanje kolapsa lumena bronha.

Iskljuc¢ivanje drugih bolesti diSnih puteva.

4.11.4. KONTROLNA SKUPINA

Kontrolnu skupinu ¢inili su psi kojima primijenjenim dijagnostickim postupcima nije
utvrdena bolest donjih disnih puteva. U ovu su skupinu uklju¢eni psi u kojih je provedena
dijagnostika zbog respiratornih znakova, ali je kona¢nom dijagnozom iskljucena bolest donjih

diSnih puteva u trenutku dijagnostike.

4.12. STATISTICKA OBRADA PODATAKA
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Provela se statisticka obrada prikupljenih podataka o psima, nalazima klini¢kog
pregleda i dijagnostickih metoda, te nalazom molekularne pretrage na uzro¢nike povezane s

CIRDC-om.

Priprema podataka izvrSena je pomocu racunalnog tablicnog kalkulatora Microsoft
Office Excel. Podaci su prikazani tablicno i graficki. Kolmogorov-Smirnovljevim testom
analizirana je raspodjela kontinuiranih numerickih vrijednosti te su se shodno dobivenim
podacima primijenili odgovarajuéi neparametrijski testovi. S obzirom na to da je kod broja
uzoraka manjeg od 30 po skupini tesko procijeniti distribuciju podataka kao normalnu ili
nenormalnu, koriSteni su neparametrijski testovi 1 kod normalne distribucije podataka
(DODGE, 2007.). Za svaku je varijablu napravljena opisna statisticka obrada. Kategorijske i
nominalne vrijednosti prikazane su kroz odgovarajuce frekvencije i udjele te 95 %-tne intervale
pozdanosti. Kontinuirane vrijednosti prikazane su kroz medijane i interkvartilne raspone, a
razlike izmedu njih analizirane su Kruskal-Wallisovim testom. Razlike u kategorijskim
varijablama analizirane Fisher-Freeman-Haltonovim testom. P-vrijednosti manje od 0,05
smatrane su znacajnima. U analizi se koristila licencirana programska podr§ka IBM SPSS

Statistics, verzija 27.0.1 (https://www.ibm.com/analytics/spss-statistics-software).

4.13. PROTEOMIKA | ANALIZA PODATAKA

Proteomska analiza bronhoalveolarnih ispiraka provela se u Laboratoriju za proteomiku
Veterinarskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu semikvantitativnim proteomskim pristupom
pomocu izobarnih privjesaka koji omoguéuju multipleksiranje (istodobnu analizu Sest uzoraka)
(KULES i sur., 2021.).

4.13.1. PRIPREMA UZORAKA

Za odredivanje koncentracije ukupnog broja proteina u uzorcima bronhoalveolarnih
ispiraka, seruma i sline primijenjen je test bicinhoninske kiseline (engl. BCA assay) (Thermo
Scientific, Rockford, SAD). Iz svakog uzorka volumen koji odgovara 35 pg proteina dopunjen
je do 50 ul s 0,1 M trietilamonijevim bikarbonatom (TEAB, Thermo Scientific, Rockford,
SAD). Uzorci su zatim bili reducirani (200 mM ditiotreitol, 2,5 pL, 60 min, 55 °C) (DTT,
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Sigma Aldrich, St. Louis, SAD), alkilirani (375 mM jodoacetamid, 2,5 pL, 30 min, na sobnoj
temperature u mraku) (IAA, Sigma Aldrich, St. Lois, SAD), te talozeni s acetonom (300 pl, 4
OC, preko no¢i). Nakon centrifugiranja (9000 x g, 4 °C), proteini u talogu otopili su se u 50 pl
TEAB-3, te razgradili dodatkom 1 pl (1 mg/mL) tripsina (Promega, Madison, SAD) pri 37 °C
tijekom noc¢i. Reagensi s izobarnim privjescima, Tandem Mass Tag 6plex, (TMT) (Thermo
Scientific, Rockford, SAD) koji omoguc¢uju multipleksiranje — istodobnu analizu Sest uzoraka,
pripremljeni su prema uputama proizvodaca. U svaki uzorak dodano je 19 ul specificnog
privjeska (inkubacija 60 min pri sobnoj temperaturi). Reakcija obiljeZzavanja zaustavljena je
dodatkom 8 pl 5% hidroksilamina (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD). Pet nasumi¢no odabranih
obiljeZzenih uzoraka spojeno je s unutarnjim standardom (pool svih uzoraka koji sluzi za
normalizaciju) u jedan uzorak, osuSeno vakuumskom centrifugom te analizirano uz pomo¢
vezanih tehnika tekuéinske kromatografije i tandemske spektrometrije masa (engl. liquid

chromatography with tandem mass spectrometry, LC-MS/MS).

Za analizu TMT-om obiljezenih uzoraka koristen je tekuc¢inski kromatograf Ultimate
3000 RSLCnano system (Dionex, Germering, Njemacka) spregnutog sa spektrometrom masa
Q Exactive Plus (Thermo Fisher Scientific, Bremen, Njemacka) postupkom podatkovno ovisne
akvizicije (engl. Data Dependent Acquisition, DDA), kao $to je prethodno opisano u dostupnoj
literaturi (HORVATIC i sur., 2019.). Pokretna faza A sastojala se od 0,1 %-tne mravlje kiseline
u vodi, a pokretna faza B bila je 0,1 %-tna mravlja kiselina (Sigma-Aldrich, Darmstadt,
Njemacka) u 80 %-tnom acetonitrilu (Honeywell, Charlotte, SAD). Peptidi su otopljeni u
puferu (2 %-tni acetonitril, 0,1 %-tna mravlja kiselina) i naneseni na predkolonu (C18
PepMap100, 5 um, 100A, 300 um x 5 mm, Thermo Fisher Scientific, Waltham, SAD), prije
odjeljivanja na analiti¢koj koloni (PepMap™ RSLC C18, 50 cm x 75 um, Thermo Fisher
Scientific, Waltham, SAD). Protok pokretne faze bio je 0,3 uL/min, a ukupno vrijeme analize
155 minuta.

Ionizacija elektroraspr§enjem postignuta je nanorasprsenjem Flex izvora iona (Thermo
Fisher Scientific, Bremen, Njemacka), koji sadrzava emiter SilicaTip (New Objective)
unutarnjeg promjera 10 um. Spektrometrija masa provedena je u pozitivnom nacinu rada
spektrometra masa koriste¢i metodu podatkovno ovisne akvizicije DDA Top8. Napon ionskog
izvora za MS bio je + 2,00 kV, a temperatura kapilare za prijenos iona 275 °C. Spektar masa

snimljen je u rasponu od 350,0 m/z do 1800,0 m/z pri razlucivosti od 70 000, vremenu
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injektiranja od 120 ms, AGC vrijednoséu 1x10°, izolacijskom prozoru od + 2,0 Da i
dinamickom isklju¢enju od 30 s. Fragmentacija HCD provedena je pri normaliziranoj energiji
sudara (NCE) (29 % 35 %) s razlu¢ivanjem od 17 500 i ciljnom vrijednoséu AGC-a od 2x10°.
Ioni prekursori neodredenog naboja, kao 1 oni s nabojem +1 1 viSe od +7, bili su iskljuceni iz

daljnjeg odabira fragmentacije.

4.13.2. OBRADA PODATAKA SPEKTROMETRIJE MASA, STATISTICKA I
BIOINFORMATICKA OBRADA

Obrada podataka, identifikacija proteina i relativna kvantifikacija provedeni su u
softveru Proteome Discoverer (v.2.3., Thermo Fisher Scientific, Waltham, SAD) s
implementiranim algoritmom SEQUEST i pretrazivanjem baze podataka prema Canis lupus
familiars. Za pretrazivanje baze podataka referentna datoteka proteoma FASTA (68 378
sekvenci) preuzeta je iz baze podataka Uniprot/SwissProt 24.11.2023. Sljede¢i parametri
prilagodeni su u softveru Proteome Discoverer: dopustena su dva mjesta cijepanja koja su
promasena tripsinom; tolerancije mase prekursora i fragmenata postavljene su na 10 ppm
odnosno 0,02 Da; i karbamidometil (C) je odabran kao fiksna peptidna modifikacija, dok su
oksidacija (M) i TMT 6-plex (K, peptidni N-kraj) odabrani kao dinamicke modifikacije.
Postotak krivih o¢itanja (engl. false discovery rate, FDR) za identifikaciju peptida izracunat je
algoritmom Percolator u Proteome Discoverer. Najmanje dva jedinstvena peptida i 1 % FDR-
a bili su potrebni za ekstrakciju pouzdano identificiranih proteina. Za izvodenje relativne
kvantifikacije proteina napravljena je korelacija izmedu relativnih intenziteta reporterskih iona
ekstrahiranih iz MS/MS spektara i peptida odabranih za MS/MS fragmentaciju. Vrijednosti
internog standarda koriStene su za normalizaciju relativnih rezultata kvantifikacije izmedu 6-

pleksa, a ukupna koli¢ina peptida koriStena je za normalizaciju unutar jednog 6-pleksa.

Relativni rezultati kvantifikacije izvezeni iz Proteome Discoverera dodatno su
statistiCki analizirani kako bi se identificirale razlike u relativnoj zastupljenosti kvantificiranih
proteina medu skupinama 1) psi s upalnim bolestima 2) psi s neoplasti¢nim bolestima i 3) psi
s neupalnim/neneoplasti¢énim bolestima i 4) kontrolna skupina (psi bez bolesti donjih disnih

puteva). ANOVA i Kruskal-Wallisov test koristeni su za statisticku obradu kvantificiranih
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glavnih proteina u MedCalc Software Ltd (v. 12.5) (Acacialaan, Belgija) i Statistica (StatSoft,
TIBCO Software, Hamburg, Njemacka). Za bioinformaticku analizu jedinstvena oznaka
proteina prvo je pretvorena u sluzbeni simbol gena pomocu alata za mapiranje UniProtKB ID
(THE UNIPROT CONSORTIUM 2020). Proteini za koje nije bila dostupna oznaka gena za
Canis lupus ili su bili navedeni kao nekarakterizirani protein zamijenjeni su, gdje je bilo
primjenjivo, pomocu alata UniProt BLAST s najblizim podudarnim ortologom iz baze Canis
lupus (najmanje 70 % podudarnosti) (UniProt, THE UNIPROT CONSORTIUM, 2020.
(v.2.9.0)).

Glavni proteini sa statisticki znacajno razli¢itim koli¢inama (p < 0,05) ukljuceni su u
analizu glavnih komponenti (PCA), stvaranje reprezentativne ,,toplinske karte, funkcionalnu
analizu proteina te Reactome i STRING analizu. PCA je izveden u DatalLab v. 3.530 (J.
Lohninger, DataLab, Epina  Software Labs, Pressbaum, Austrija, 2011,
http://www.lohninger.com/datalab/, pristupljeno 14. ozujka 2022.), a toplinska karta izraden je
u MS Officeu (Excel Professional Plus 2016). Klasifikacijski alat PANTHER (v.17.0) i
STRING (v.11.5) primijenjeni su u funkcionalnoj analizi proteina i stvaranju funkcionalnih
mreZa asocijacija proteina. Stoga su imena gena proteina umetnuta u PANTHER/STRING, a
Canis lupus familiaris odabran je kao organizam za upit. Analiza prekomjerne zastupljenosti
puta provedena je u alatu REACTOME (Reactome baza podataka izdanje 83, preglednik
Pathway v. 3.7, https://reactome.org/, pristupljeno 17. ozujka 2022.) koriStenjem odabrane
baze podataka puteva i reakcija u Homo sapiensa. U izraCunima vjerojatnosti za svaki bioloski
put primijenjen je statisticki (hipergeometrijska distribucija) test, a p-vrijednosti su korigirane
za FDR izracunat Benjamini-Hochbergovim postupkom. Put se smatra znacajnim kada je

korigirana p-vrijednost bila < 0,05.

Provedena je analiza genske ontologije kako bi se odredila znacajna zastupljenost
bioloskih procesa 1 pripadajucih znacajno promijenjenih gena/proteina u uzorcima. Takoder je
provedena analiza bioloskih puteva kako bi se identificirali znacajno promijenjeni putevi
izmedu kontrolne skupine (psi bez bolesti donjih disnih puteva) i1 skupina pasa s bolestima

donjih di$nih puteva.
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5. REZULTATI

5.1. PODATCI O PSIMA UKLJUCENIMA U ISTRAZIVANJE

U istrazivanje SU inicijalno uklju¢ena ukupno 42 psa, nakon Cega je, primjenom Kriterija za
isklju¢ivanje, pet pasa bilo iskljuceno iz daljnje obrade. Preostalo je 37 pasa, €iji su ostatni
uzorci seruma (N = 36), bronhoalveolarnih ispiraka (N = 37) i sline (N = 22) prikupljeni za
potrebe daljnje proteomske analize, te 37 uzoraka bronhoalveolarnog ispirka za potrebe

molekularne pretrage.
S obzirom na kona¢nu dijagnozu, 17 pasa svrstano je u skupinu upalnih bolesti donjih disnih

puteva, 8 pasa u skupinu neoplasti¢nih bolesti, 6 pasa u skupinu neupalnih/neneoplasti¢nih

bolesti, a 6 pasa Cinilo je kontrolnu skupinu (slika 12).

Distribucija pasa po skupinama bolesti

Kontrolna
skupina

Upalne bolesti
46%

Neoplastiéne
bolesti
22%

= Upalne bolesti = Meoplastiéne bolesti = Meupalne/neneoplasticne bolesti = Kontrolna skupina

Slika 12. Kruzni grafikon s prikazom distribucije pasa s obzirom na skupinu bolesti

S obzirom na spol Zivotinja, u istrazivanje je bilo uklju¢eno 19 Zenki (od kojih su 13 bile

kastrirane) i 18 muzjaka (od kojih Sest kastriranih) (slika 13).
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Muzjaci-kastrirani

16%
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u Zenke-kastrirane

m Muzjaci

Zenke-kastrirane m Muzjaci-kastrirani
35%

Slika 13. Kruzni grafikon sa prikazom raspodjele pasa prema spolu

S obzirom na pasminu, najvi$e pasa u ovom istrazivanju pripadalo je u mjeSance (N =9), zatim
malteski psi¢ (N = 3), po dva psa pasmina zapadnoskotski bijeli terijer, jorkSirski terijer,
patuljasti gubicar, mops, americki stafordski terijer (N = 2), te po jedan pas sljedec¢ih pasmina:
jack russell terijer, pomeranski $pic, Shih-Tzu, engleski buldog, francuski buldog, labrador
retriver, ¢ivava, rodezijski goni¢ lavova, engleski koker $panijel, engleski Springer Spanijel,

granicarski koli, bradati koli, bokser, belgijski ov¢ar i srednji pudl (slika 14).
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Srednji pudl

Belgijski ovcar

Bokser

Bradati koli

Granicarski koli

Engleski Springer Spanijel
Engleski koker $panijel
Rodezijski gonic lavova
Chihuahua

Labrador retriver
Francuski buldog
Engleski buldog

Shih Tzu

Pomeranski 3pic

Jack Russell terijer
Americki stafordski terijer
Mops

Patuljasti gubicar
Zapadnoskotski bijeli terijer
JorkSirski terijer
Malteski psic

Mjesanac

Raspodjela pasa po pasminama

2 3 4 5 6

Broj pasa

Slika 14. Graficki prikaz raspodjele pasa ukljucenih u ovo istrazivanje na temelju pasmine

Starost pasa pri prijemu zabiljeZena je u 36/37 pasa i prosjecna je starost pri pacijenata iznosila

9,19 godina (raspon: 2 — 16 godina, IQR: 5 godina). Ovisno o skupinama, prosje¢na dob pasa

sa upalnim bolestima iznosila je 9,5 godina (raspon 3 — 13 godina, IQR: 5 godina), pasa s

neoplastiénim bolestima 9,75 godina (raspon 2 — 13 godina, IQR: 3 godine), pasa s

neupalnim/neneoplasti¢nim bolestima 10 godina (raspon: 5 — 13 godina, IQR: 2 godine), a

kontrolne skupine 6,83 godine (raspon: 2 — 11 godina, IQR: 5 godina) (slika 15.).
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Prosjecna dob pri prijemu po skupinama (godine)

Upalne bolesti Neoplastiéne bolesti Neupalne/neneoplastiéne Kontrolna skupina
bolesti

Slika 15. Graficki prikaz prosje¢ne dobi pri prijemu pasa u pojedinim
skupinama

Gojno stanje, izrazeno kao BCS, zabiljezeno je u 35/37 pasa, s medijanom 5 (raspon: 1
— 7, IQR: 2). Starost pri prijemu zabiljeZena je u 36 pasa, sa srednjom vrijednos¢u 9,19 godina
(raspon: 2 — 16 godina, IQR: 5,5 godina). Trajanje bolesti zabiljezeno je u 36 pasa s medijanom
od tri tjedna (raspon: 0 — 80 tjedana, IQR: 26 tjedana). Sesnaest pasa je u trenutku pregleda
bilo lije¢eno antibioticima, a njih 10 glukokortikoidima. Od vrijednosti trijasa, rektalna
temperatura pri zaprimanju mjerena je u 29 pasa, sa srednjom vrijednos¢u 38,7 °C (raspon:
35,8 -40,4 °C, IQR: 0,6 °C). Frekvencija bila mjerena je u 26 pasa i u prosjeku je iznosila 115
otkucaja u minuti (raspon: 88 — 188, IQR: 21), dok je frekvencija disanja mjerena u 21 psa, S
prosjecnom vrijednos$c¢u od 39 udisaja u minuti (raspon: 20 — 80, IQR: 20). Tablica 10 prikazuje

deskriptivnu statistiku vrijednosti anamneze, habitusa i trijasa.

Tablica 10. Deskriptivna statistika kvantitativnih podataka habitusa, anamneze i
klini¢kog pregleda. Min — minimum, Maks — maksimum, SD — standardna devijacija,
BCS - body condition score.

Srednia Percentili
edd sp Min Maks
vrijednos 25 50.
(Median)
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Upalne bolesti 17 4,53 1,18 2 7 4,00 5,00 5,00
Neoplazme 8 4,75 1,91 1 7 4,00 5,00 6,00
BCS
Neupalne/neoplasti¢ne bolesti 5 5,20 1,10 4 7 4,50 5,00 6,00
Kontrola 5 5,40 1,52 4 7 4,00 5,00 7,00
Upalne bolesti 16 9,50 3,78 3 16 6,50 9,50 12,00
Starost pri Neoplazme 8 9,75 3,45 2 13 9,00 10,50 12,00
priyjamu Neupalne/neoplastiéne bolesti 6 1000 2,76 5 13 800 11,00 11,50
Kontrola 6 6,83 3,43 2 11 4,25 6,50 10,25
Upalne bolesti 16 18,94 24,10 0 75 1,25 3,50 38,00
Trajanje bolesti Neoplazme 8 22,00 27,04 2 80 2,25 11,00 36,75
(tjedni) Neupalne/neoplasti¢ne bolesti 6 13,83 14,88 0 30 0,00 13,00 27,75
Kontrola 6 5,00 10,35 0 26 0,00 0,50 8,75
Upalne bolesti 14 38,66 1,01 35,8 40,4 38,40 38,80 39,15
Neoplazme 6 38,83 0,62 37,8 396 3840 38,85 39,38
Temperatura
Neupalne/neoplasti¢ne bolesti 4 38,65 0,41 38,2 39,2 38,30 38,60 39,05
Kontrola 5 38,42 0,45 37,8 38,9 38,00 38,40 38,85
Upalne bolesti 12 115,17 12,34 96 140 102,50 120,00 120,00
Neoplazme 5 128,00 39,19 88 188 94,00 124,00 164,00
Bilo
Neupalne/neoplasti¢ne bolesti 4 110,00 16,17 88 124 93,00 114,00 123,00
Kontrola 5 107,20 13,08 88 120 94,00 112,00 118,00
Upalne bolesti 10 31,00 10,17 20 56 24,00 30,00 34,50
Neoplazme 5 50,40 22,38 28 80 32,00 40,00 74,00
Disanje
Neupalne/neoplasti¢ne bolesti 1 40,00 40 40
Kontrola 5 42,40 14,03 24 60 30,00 40,00 56,00

Od klini¢kih znakova, najcesce je biljezen kaslj, prisutan u 26/37 pasa u ovom
istrazivanju. Akutni kaSalj (slika 16) zabiljeZen je u 6/37 pasa, a kroni¢ni kasalj (slika 16) u
20/37 pasa. Suhi kasalj bio je zabiljeZzen u 25 pasa (slika 16), a produktivni u njih Sest (slika
16.). Jedan je pas imao iscjedak iz ociju, a njih Cetiri iscjedak iz nosa. Uredan di$ni Sum
prilikom auskultacije plu¢a zabiljeZen je u pet pasa, dok je njih 20 imalo pooStren diSni Sum
obostrano, a jedan poostren di$ni Sum jednostrano. Hropci su zabiljeZeni u dva psa, krepitacije
u jednoga, zvizduci dva psa, a stian di$ni $um u njih ¢etiri. Sum nad desnom stranom srca

zabiljeZen je u dva psa (tablica 11).
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Slika 16. Graficki prikaz trajanja i karaktera kaslja

akutan kroniéan
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Tablica 11. Prikaz prevalencije klini¢kih znakova i nalaza klini¢kog pregleda (95% CI

(confidence interval) — 95% interval pouzdanosti).

N % 95% ClI
Dispreia Ne 26 70,3 % 544% 83,1%
ispnej

Da 11 29,7 % 169% 45,6 %

Inapetenciia Ne 26 70,3 % 544% 83,1%
Da 11 29,7 % 169% 45,6 %

Ne 27 73,0 % 573% 85,2 %

Glukokortikoidi ’ ’ °
Da 10 27,0 % 148% 42,7 %

Antibiotic Ne 21 56,8 % 408% 71,7 %
Da 16 43,2 % 283% 59,2 %

Ne 17 45,9 % 30,7% 61,8 %

Drugi klinicki znakovi ’ ’ ’
Da 20 54,1 % 382% 69,3%
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: . Ne 36 97,3 % 88,1% 99,7 %
Iscjedak oci

Da 1 2, 7% 03% 119%
Iscjedak nos Ne 33 89,2 % 76,3% 96,2 %
Da 4 10,8 % 38% 23,7%
. Ne 32 86,5 % 729% 94,7%
Uredan dis$ni Sum
Da 5 13,5 % 53% 27,1%
Poostren di$ni Sum Ne 36 97,3 % 88,1% 99,7%
jednostrano
Da 1 2,7% 03% 119%
Poostren di$ni Sum Ne 20 54,1 % 382% 69,3%
obostrano
Da 17 45,9 % 30,7% 61,8%
Hropci Ne 35 94,6 % 83,8% 98,9%
Da 2 5,4 % 1,1% 16,2%
Krepitacije Ne 36 97,3 % 88,1% 99,7%
Da 1 2,7% 03% 119%
- " Ne 33 89,2 % 76,3% 96,2 %
StiSan di$ni Sum
Da 4 10,8 % 38% 23,7%
Zvisduci Ne 35 94,6 % 83,8% 98,9%
vizduci
Da 2 54 % 1,1% 16,2%
" Ne 35 94,6 % 83,8% 98,9%
Sum, desna strana srca
Da 2 54 % 1,1% 16,2%

5.2. REZULTATI LABORATORIJSKIH PRETRAGA

Kompletna krvna slika (hemogram) odredena je u svih 37 pasa ukljucenih u

istrazivanje, dok je serumska koncentracija CRP-a odredena u 30/37 pasa.

Prosjecna vrijednost hematokrita iznosila je 46,1% (medijan: 47 %, raspon: 30 — 67 %,
IQR: 7 %). Prosjecan broj eritrocita iznosio je 6,8 x 10*/L (raspon: 4 — 9,9, IQR: 1,2).
Prosjecan broj leukocita bio je 13,2 x 10%/L (raspon: 5,6 — 55,4, IQR: 6) (slika 17). Po udjelima
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leukocita, najbrojniji su bili segmentirani neutrofilni granulociti, s prosje¢nim brojem 10,3 x

10%/L (medijan: 8,9; raspon: 4,1 — 54,3; IQR: 4,8), zatim limfociti s prosje¢nim brojem 2,3 x
10%L (medijan: 1,02; raspon: 0,23 — 44; IQR: 0,87), monociti s prosje¢nim brojem 0,68 x 10%/L

(medijan: 0,55; raspon: 0,08 — 2; IQR: 0,45) i eozinofilni granulociti s prosje¢nim brojem 0,61

x 10%/L (medijan: 0,29; raspon: 0 — 9,52; IQR: 0,45), dok su se rjede nalazili nesegmentirani

neutrofili sa srednjom vrijednos¢u 1 x 10%/L (medijan: 0, raspon; 0 — 24; IQR: 0,27) i bazofilni

granulociti s prosje¢nim brojem 0,04 x 10%L (medijan: 0; raspon: 0 — 1,19; IQR: 0-0) (slika

18). Prosje¢an broj trombocita iznosio je 369 x 10%/L (medijan: 330, raspon: 71 — 1112, IQR:

200) (slika 17).
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Slika 17. Grafikon s okvirima i brkovima koji pokazuje vrijednosti hematokrita, eritrocita,

leukocita i trombocita istrazivane populacije pasa. Pravokutnik oznacava 25 — 75 % kvartil,

crta kroz pravokutnik medijan, horizontalne linije minimalnu i maksimalnu vrijednost

(iskljucujucéi outlier), x oznacava aritmeti¢ku sredinu, a kruzi¢i outliere.
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Slika 18. Grafikon s okvirima i brkovima koji pokazuje broj pojedinih tipova leukocita
(izrazeno u x 10%L). Pravokutnik oznacava 25 — 75 % kvartil, crta kroz pravokutnik medijan,
horizontalne linije minimalnu i maksimalnu vrijednost (isklju¢ujuc¢i outlier), x oznacava

aritmeti¢ku sredinu, a kruzi¢i outliere.

Srednja vrijednost CRP iznosila je 36,1 mg/L (medijan: 7,8; raspon: 1 — 239,2; IQR: 38,6)
(slika 19).
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Slika 19. Grafikon s okvirima i brkovima koji prikazuje vrijednosti CRP-a
pretrazivane populacije pasa. Pravokutnik oznacava 25 — 75 % kvartil, crta kroz
pravokutnik medijan, horizontalne linije minimalnu i maksimalnu vrijednost

(iskljucujucéi outlier), x oznacava aritmeti¢ku sredinu, a kruzié¢i outliere.

5.3. REZULTATI PARAZITOLOSKIH PRETRAGA

Koproloska pretraga radena je u 18/37 pasa 1 nalaz je bio negativan u 16/18 slucajeva.
Stolica dva psa pokazala je prisutnost parazita Giardia duodenalis, dok prisutnost razvojnih
stadija obli¢a povezivanih s respiratornim invazijama u pasa (Angiostrongylus vasorum i

Crenosoma vulpis) nije zabiljeZena u pasa u ovom istrazivanju.

IDEXX Snap ® 4Dx Plus test proveden je u 30/37 pasa, a prisutnost antigena sréanog

crva (D. immitis) nije zabiljezena ni u jednom uzorku. U pet od 30 uzoraka pronadena su

protutijela na parazite roda Anaplasma.

IDEXX Angio Detect test proveden je s ciljem dokazivanja antigena A. vasorum u

31/36 pasa i nalaz je bio negativan u svim sluc¢ajevima (tablica 12.).

Tablica 12. Prikaz rezultata parazitoloskih dijagnosti¢kih metoda. 95% CI (confidence interval)
— 95% interval pouzdanosti

Dijagnosticki test Pozitivan N % 95% CI
Ne 25 833% 67,3% 933%
Snap 4Dx plus - Anaplasma
Da 5 16,7% 6,7% 32,7%
Ne 31 100,0%
Angio snap test
Da 0 0,0 %
y o Ne 16 889% 689% 97,6%
Koprolo$ka pretraga - Giardia
Da 2 11,1% 24% 31,1%
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5.4. REZULTATI SLIKOVNE DIJAGNOSTIKE | ENDOSKOPSKE PRETRAGE
DUSNIKA I BRONHA

Slikovna dijagnostika provedena je u 36/37 pasa u ovom istrazivanju. U svih 36
proveden je RTG prsne Supljine (slika 20), a u njih sedam jo§ i CT prsne i trbusne Supljine. U
8/36 pasa nalaz RTG-a bio je bez osobitosti. Nalaz kompatibilan s bronhitisom zabiljeZen je u
4/36 pasa, nalaz kompatibilan s pneumonijom u 4/36, s kolapsom dusnika u 5/36 pasa. U
jednog je psa pneumonija dijagnosticirana CT pretragom, a prethodno nije detektirana RTG
pretragom. Megaezofagus je zabiljezen RTG pretragom u dva psa. Povecanje desne strane srca
zabiljezeno je RTG pretragom u dva psa, od kojih je jedan imao i nalaz kompatibilan s
bronhitisom. Solitarna masa u plu¢ima kompatibilna s nalazom primarne pluéne novotvorine
evidentirana je u Cetiri psa, dok je solitarna metastatska masa s nalazom liti¢nih promjena prve
sternebre nadena u jednog psa. Multifokalne promjene kompatibilne s metastatskim
promjenama zabiljezene su u 3/36 pasa. Pneumotoraks je zabiljezen RTG-om u jednog psa. U
jednog su psa RTG i CT zabiljezili blagi obostrani izljev u prsnu Supljinu. CT kao metoda
napredne slikovne dijagnostike pomogla je u identifikaciji metastatskih promjena u Cetiri psa
sa sumnjom na primarni ili sekundarni neoplasti¢ni proces na plu¢ima. CT je pomogao u

identifikaciji kolapsa lijevog glavnog bronha u jednog psa s urednim nalazom RTG-a.

Rendgenografija

 Fizioloski nalaz

= Bronhalni uzorak

® Pneumonija

m Kolaps dusnika

m Solitarna masa pluca
® Metastatske promjene
® Pneumotoraks

 Izljev u grudnu Supljinu
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Slika 20. Grafic¢ki prikaz nalaza rendgenoloske pretrage diSnog sustava

Traheobronhoskopija je provedena u 34/37 pasa u ovom istrazivanju. Izgled sluznice
procijenjen je kao fizioloski u 11/34 pasa, dok je sluznica bila zaZarena u 19 pasa. Od eksudata,
najcesce je zabiljezena povecana kolicina sluzi, detektirana u 24/34 pasa, dok je nalaz gnojnog
eksudata zabiljezen u jednog psa. Nalaz neravne povrsine sluznice s vidljivim milijarnim
promjenama zabiljezen je u jednog psa. Traheomalacija, odnosno kolaps dusnika zabiljezen je

u 10/24 psa, dok je bronhomalacija, odnosno kolaps bronha, zabiljezen u njih 12 (slika 21).

Nalaz traheobronhoskopije

u Fizioloski izgled sluznice
m Zazarena sluznica

m Povecana koli¢ina sluzi
m Gnojni eksudat

m Milijarne promjene

® Traheomalacija

® Bronhomalacija

Slika 21. Grafi¢ki prikaz nalaza bronhoskopske pretrage

5.5. REZULTATI CITOLOSKE, BAKTERIOLOSKE I MIKROBIOLOSKE
PRETRAGE UZORAKA BRONHOALVEOLARNOG ISPIRKA

Citoloska pretraga preparata dobivenih bronhoalveolarnim ispiranjem bila je provedena
u 36/37 pasa u ovom istraZzivanju. Nalaz nije bio interpretabilan u 6/36 uzoraka zbog izrazito
niske stani¢nosti. Uredan nalaz zabiljezen je u 12/36 uzoraka. Najces¢i patoloski nalaz bio je
u obliku gnojne (neutrofilne) upale u 11/36 uzoraka. U jednom od uzoraka s prisutnom
neutrofilnom upalom prikazane su i kokoidne bakterije. Piogranulomatozna upala zabiljezena

je u jednog psa. Eozinofilna upala zabiljeZzena je u dva psa. Krvarenje je zabiljezeno u dva psa.
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Neoplazma, s detekcijom atipi¢nih stanica 1 kriterija malignosti evidentirana je u jednog psa, s
populacijom okruglih stanica koje svojom morfologijom odgovaraju neoplasticno
promijenjenim histiocitima. Orofaringealna je kontaminacija zabiljezena u jednom slu¢aju
(slika 22).

Distribucija citoloskih dijagnoza

Slika 22. Graficki prikaz distribucije ovisno o postignutoj citoloskoj dijagnozi

Rezultati bakterioloske pretrage uzoraka bronhoalveolarnog ispirka bili su dostupni za
36/37 pasa u ovom istrazivanju. Rezultat pretrage bio je negativan u 26/36 uzoraka. Najcesci
uzro¢nik koji je identificiran jest bakterija Bordetella bronchiseptica u Cetiri uzorka. Alfa-
hemoliticki streptokok izoliran je iz jednog uzorka. U Cetiri uzoraka nalaz je odgovarao
kontaminaciji (porast mjeSovitih kultura), dok je iz jednog uzorka izdvojena mjeSovita kultura

E. coli i Klebsiella spp. (slika 23).
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Rezultati bakterioloSke pretrage
bronhoalveolarnih ispiraka

= Bordetella bronchiseptica
B Alfa-hemoliticki streptokok
B Mjesovita kultura E. coli i

Klebsiella spp
= Kontaminacija

Slika 23. Graficki prikaz bakterija izdvojenih mikrobioloSkom pretragom

bronhoalveolarnih ispiraka pretrazene populacije pasa.

Rezultati mikoloske pretrage bronhoalveolarnog ispirka bili su dostupni za 36/37 pasa.
Rezultat je bio negativan u 35/36 uzoraka, a u jednom je uzorku zabiljezen porast gljivica

roda Aspergilus.

5.6. REZULTATI MOLEKULARNE PRETRAGE UZORAKA
BRONHOALVEOLARNOG ISPIRKA

Metodom PCR pretraZeno je 37 uzoraka bronhoalveolarnog ispirka pasa u ukljuc¢enih

u ovo istrazivanje.

Nisu dokazane nukleinske kiseline sljede¢ih virusa povezanih s CIRDC-om u pasa:
pseéi adenovirus tipa 2 (CAV-2), virus Stenecaka (engl. canine distemper virus, CDV), pseci

herpesvirus 1 (CaHV-1), te pseéi virus parainfluence (CPiV).
Dokazana je prisutnost nukleinske kiseline bakterije B. bronchiseptica u uzorku

bronhoalveolarnog ispirka jednog psa, koji je imao i dokaz te bakterije bakterioloSkom

pretragom.
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U 11 uzoraka dokazana je prisutnost nukleinskih kiselina roda Mycoplasma spp., dok

ni u jednom uzorku nije dokazana prisutnost nukleinske kiseline vrste Mycoplasma cynos.

Pregled rezultata bakterioloske i molekularne pretrage bronhoalveolarnih ispiraka nalazi se u

tablici 13.

Tablica 13. Prikaz rezultata PCR pretrage na uzro¢nike povezane s CIRDC-om i rezultat

bakterioloske pretrage na uzroénika B. bronchyseptica. Zuto su ozna¢eni pozitivni rezultati.

(PCR - lan¢ana reakcija polimerazom, CaHV — pse¢i herpesvirus, CPiV — pseéi virus

parainfuence, CDV — virus Stene¢aka, CAV — pseci adenovirus, bakt. — bakterioloska pretraga)

PCR o PCR
Broj Mycopl " PCR PCR PCR PCR B.
pacijenta | asma CaHV-1 CPiV CAV CDhV bronchyse-

spp. YOS ptica
1 - - = - - - - -
2 - - - - - - - -
3 - - - - - - - +
4 + - - - - - - -
5 - . - - - - - -
6 - - = - - - - -
7 + - - - - - - -
8 - - = - - - - -
9 - - - - - - + +
10 - - = - - - - -
11 - - - - - - - -
12 + - - - - - - -
13 + - - - - - - -
14 - - = - - - - -
15 = - - - - - - -
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5.7. KONACNA DIJAGNOZA

U ovom istrazivanju najc¢esce su dijagnosticirane bolesti iz skupine upalnih bolesti donjih
di$nih puteva. U ovoj skupini najucestalije je dijagnosticiran kroni¢ni bronhitis (N = 6), zatim
gnojna bronhopneumonija (N = 5), CIRDC (N = 3), eoozinofilna bronhopneumopatija (N = 2)
te jedan slucaj gnojnog traheobronhitisa. 1z skupine neoplasticnih bolesti podjednako su
dijagnosticirane primarne neoplazme pluéa (N = 4) i sekundarne (metastatske) neoplazme
pluca (N = 4). 1z skupine neupalnih i neneoplasti¢nih bolesti naj¢esce je dijagnosticiran kolaps
bronha (N = 6), od kojih je jedan pas takoder imao i hipoplaziju dusnika, a drugi jo$ i kolaps
dusnika uz kolaps bronha (slika 24). U kontrolnoj skupini nalazili su se psi sa sljede¢im
kona¢nim dijagnozama: gnojni rinitis, bilateralna paraliza larinksa, brahicefali¢ni sindrom
opstrukcije diSnih puteva, bilateralni pneumotoraks s istodobnim izljevom u prsnu Supljinu

nepoznate etiologije, izljev u prsnu supljinu nepoznate etiologije i primarni megaezofagus.

Konacna dijagnoza

m Kronicni bronhitis

m Gnojna bronhopneumeonija

= CIRDC

m Eozinofilna bronhopneumopatija

= Gnojni traheobronhitis

= Primarni tumori pluéa
Sekundarni tumori pluca

m Kolaps bronha

m Kolaps traheje i bronha

Hipoplazija traheje i kolaps bronha

Slika 24. Graficki prikaz postignutih kona¢nih dijagnoza u pasa s bolestima donjih
disnih puteva. Nijansama crvene boje oznacene su bolesti iz upalne skupine, zelene iz

neoplasti¢ne skupine, a nijansama smede boje one iz neupalne/neneoplasti¢ne skupine.
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(CIRDC - kompleks zaraznih di$nih bolesti pasa, kasalj Stenare, zarazni traheobronhitis

pasa)

5.8. REZULTATI STATISTICKE OBRADE PODATAKA

Od neparametrijskih podataka, statisticki su po glavnim skupinama (U, N, NN 1 K)
usporedene sljedeCe varijable: spol, kastracijski status, kaSalj (akutni i kroni¢ni, suh i
produktivan), dispneja, inapetencija, davanje glukokortikoida i antibiotika prije dijagnostike,
iscjedak iz ociju 1 nosa, nalazi prilikom klini¢kog pregleda (diSni Sum, hropci, krepitacije,
zvizduci, Sum nad desnom stranom srca), te nalazi dijagnostickih pretraga (4Dx test pozitivan
na protutijela za rod Anaplasma, patoloske promjene detektirane slikovnom dijagnostikom,
pozitivan nalaz koproloske pretrage na parazite roda Giardia, pozitivan nalaz bakterioloske i
mikoloske pretrage te patoloski nalaz citoloske pretrage bronhoalveolarnog ispirka, patoloske
promjene sluznice zabiljezene endoskopijom diSnog sustava, traheomalacija i bronhomalacija
zabiljezene endoskopijom, rezultati PCR pretraga na uzro¢nike povezane s CIRDC-om)

(tablica 14).

Fischer-Freeman-Haltonovim egzaktnim testom dobiveni su sljede¢i rezultati. Suhi
kasalj bio je statisticki zna¢ajno ¢eSce prisutan u pasa s upalnim bolestima (15/17; 88,2 %), a
najrjede u kontrolnoj skupini (1/5; 16,7 %) (p = 0,004) (tablica 14). Patoloski nalaz citoloSke
pretrage bronhoalveolarnog ispirka bio je statisticki znaCajno ce$ée prisutan u skupini S
upalnim bolestima (12/15; 80,0 %), kao i onoj s neoplasti¢nima u odnosu na kontrolnu skupinu
(5/7; 71,4 %), u kojoj nije bio prisutan (p = 0,008) (tablica 15). Nije zabiljezena statisti¢ki
znacajna razlika medu molekularnom detekcijom uzro¢nika povezanih s CIRDC-om i

pojedinih skupina (tablica 16).

Tablica 14. Rezultati statisticke obrade podataka zastupljenosti klini¢kih znakova i nalaza
klinickog pregleda te dijagnostickih pretraga, Fischer-Freeman-Haltonov egzaktni test.
Podebljane i oznacene jednom zvjezdicom statisti¢ki Su zna¢ajne varijable gdje je p < 0,05, a

s dvjema zvjezdicama gdje je p < 0,01. (& - muzjaci, @ - Zenke)
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Dijagnoza

Neupalne/
Upalne bolesti Neoplazme neneoplasticne Kontrola
N =17 N=8 bolesti N=6 P
N=6
N % N % N % N %
J3 7 41,2% 4 50,0% 3 50,0% 4 66,7%
Spol 0,848
Q 10 58,8% 4 50,0% 3 50,0% 2 33,3%
o Ne 8 47,1% 2 25,0% 4 66,7% 4 66,7%
Kastrirani 0,384
IDa 9 52,9% 6 75,0% 2 33,3% 2 33,3%
. . INe 14  82,4% 8 100,0% 4 66,7% 5 83,3%
Akutni kasalj 0,440
IDa 3 17,6% 0 0,0% 2 33,3% 1 16,7%
o . INe 5 29,4% 3 37,5% 4 66,7% 5 83,3%
Kronic¢ni kasalj 0,110
IDa 12 70,6% 5 62,5% 2 33,3% 1 16,7%
L Ne 2 11,8% 4 50,0% 1 16,7% 5 83,3% 0,004
Suhi kasalj .
IDa 15 88,2% 4 50,0% 5 83,3% 1 16,7%
Produktivni Ne 15 88,2% 7 87,5% 5 83,3% 4 66,7% 0.660
kasalj '
IDa 2 11,8% 1 12,5% 1 16,7% 2 33,3%
_ _ Ne 14  82,4% 5 62,5% 4 66,7% 3 50,0%
Dispneja 0,414
IDa 3 17,6% 3 37,5% 2 33,3% 3 50,0%
Ne 12 70,6% 5 62,5% 6 100,0% 3 50,0%
Inapetenca 0,305
IDa 5 29,4% 3 37,5% 0 0,0% 3 50,0%
.. INe 11 64,7% 5 62,5% 5 83,3% 6 100,0%
Glukokortikoidi 0,330
IDa 6 35,3% 3 37,5% 1 16,7% 0 0,0%
o Ne 8 47,1% 4 50,0% 4 66,7% 5 83,3%
Antibiotici 0,472
IDa 9 52,9% 4 50,0% 2 33,3% 1 16,7%
_ .. INe 16  94,1% 8 100,0% 6 100,0% 6 100,0%
Iscjedak, oCi 1,000
[Da 1 5,9% 0 0,0% 0 0,0% 0 0,0%
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, Nel| 14 824% 8 100,0% 6  100,0% 83,3%
Iscjedak, nos 0,572
[Da 3 176% O 0,0% 0 0,0% 16,7%
Uredandigni [Ne| 14 824% 7 875% 5 83,3% 100,0% 0.910
sSum ’
[Da 3 176% 1 125% 1 16,7% 0,0%
Poostrendisni e [ 17 1000% 8 1000% 6  100,0% 83,3%
sSum, 0,324
jednostrano  |Da 0 0,0% 0 0,0% 0 0,0% 16,7%
Poostrendisni \e [ 8  471% 5 625% 3  50,0% 66,7%
sum, 0,867
obostrano [Da 9 529% 3 375% 3 50,0% 33,3%
_ Ne| 16 941% 8 100,0% 6  100,0% 83,3%
Hropci 0,592
[Da 1 5,9% 0 0,0% 0 0,0% 16,7%
L Nel| 16 941% 8 100,0% 6  100,0% 100,0%
Krepitacije 1,000
[Da 1 5,9% 0 0,0% 0 0,0% 0,0%
Stigan digni Nel| 16 941% 7 875% 6  100,0% 66,7% 0.268
sSum ’
[Da 1 5,9% 1 125% O 0,0% 33,3%
L Ne| 16 941% 8 100,0% 6  100,0% 83,3%
Zvizduci 0,592
[Da 1 5,9% 0 0,0% 0 0,0% 16,7%
Sum,desno  [Ne | 16 941% 8 1000% 6  100,0% 83,3% 0.502
srce ’
[Da 1 5,9% 0 0,0% 0 0,0% 16,7%

Tablica 15. Rezultati statisticke obrade podataka dijagnostickih pretraga, Fischer-Freeman-

Haltonov egzaktni test. Podebljane su i oznacene jednom zvjezdicom statistiCki znacajne

varijable gdje je p < 0,05, a s dvjema zvjezdicama gdje je p < 0,01. (BAL — bronhoalveolarna

lavaza)

Dijaghoza
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Neupalne/ P
Upalne bolesti Neoplazme neneoplasticne Kontrola
N=17 N=8 bolesti N=6
N=6
N % N % N % N %

4dx Ne| 14 933% 3 600% 4 80,0% 4 80,0%
Anaplasma 0,208
protutijela [Da 1 6,7% 2 40,0% 1 20,0% 1 20,0%
Slikovna N 1,3% % 2 % 1 16,7%
dijagnostika - e 5 31,3% 0 0,0% 33,3% 6,7% 0301
patoloske . o . . ’
promjene [Da| 11 688% 8 100,0% 4 66,7% 5 83,3%
Koproloska  I\e | o 1000% 2 1000% 3 750% 2 66,7%
pretraga - 0,235
Giardia [Da 0 0,0% 0 0,0% 1 250% 1 33,3%
Pozitvan e | 10 625% 7 1000% 5 1000% 4 80,0%
bakterioloski 0,149
nalaz BAL [Da 6 375% O 0,0% 0 0,0% 1 20,0%
Pozitivan Ne| 16 941% 8 1000% 6 100,0% 5 100,0%
mikoloski nalaz 1,000
BAL [Da 1 5,9% 0 0,0% 0 0,0% 0 0,0%
Patoloski Ne| 3 200 2 286% 3  750% 4 100,0% )
citoloski nalaz 0,008
BAL [Da| 12 80,0 5 714% 1 250% 0 0,0%
Endoskopija- I\o | 3 1880 2 333% 3 500% 3 500%
patoloski nalaz 0,413
sluznice [Da| 13 813w 4 66,7% 3 50,0% 3 50,0%
Endoskopija - |Ne 2 12,5% 2 33,3% 3 50,0% 3 50,0% 0124
Sluz '

[Da| 14 875% 4 66,7% 3 50,0% 3 50,0%
Endoskopija- |[Ne | 10 625% 5 833% 4 66,7% 5 83,3% 0.818
Traheomalacija ’

[Da 6 375% 1 16,7% 2 333% 1 16,7%
Endoskopija- |[Ne | 11 688% 5 833% 1 16,7% 5 83,3% 0.058
Bronhomalacija ’

[Da 5 313% 1 167% 5 83,3% 1 16,7%

Tablica 16. Rezultati statisticke obrade podataka molekularne pretrage na uzro¢nike povezane
s CIRDC-om, Fischer-Freeman-Haltonov egzaktni test. Podebljane su i oznacene jednom

zvjezdicom statisti¢ki znacajne varijable gdje je p < 0,05, a dvjema zvjezdicama gdje je p <
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0,01. (CIRDC — kompleks zaraznih di$nih bolesti pasa, kasalj Stenare, zarazni traheobronhitis

pasa, PCR — lancana reakcija polimerazom, CaHV — pse¢i herpesvirus, CPiV — pseci virus

parainfuence, CDV — virus Stenecaka, CAV — pseéi adenovirus)

Dijagnoza
Neupalne/
Upalne bolesti Neoplazme neneoplasticne Kontrola
N=17 N=8 bolesti N=6 P
N=6
N % N % N % N %
PCR
Ne 11 64,7% 7 875% 3 50,0% 5 83,3%
Mycoplasma 0,442
spp. IDa 6 353% 1 125% 3 50,0% 1 16,7%
PCR Ne [ 17 1000% 8 1000% 6 100,0% 6 100,0%
Mycoplasma /
cynos IDa 0 0,0% 0 0,0% 0 0,0% 0 0,0%
PCR B. Ne 16 94,1% 8 100,0% 6 100,00 6 100,0% 1.000
bronchiseptica '
IDa 1 5,9% 0 0,0% 0 0,0% 0 0,0%
Ne 17 100,00 8 100,0% 6 100,00 6 100,0%
PCR CaHV-1 /
IDa 0 0,0% 0 0,0% 0 0,0% 0 0,0%
_ Ne 17 100,00 8 100,0% 6 100,00 6 100,0%
PCR CPiV /
IDa 0 0,0% 0 0,0% 0 0,0% 0 0,0%
Ne 17 100,00 8 100,0% 6 100,00 6 100,0%
PCR CDV /
IDa 0 0,0% 0 0,0% 0 0,0% 0 0,0%
PCR CAV Ne 17 100,00 8 100,0% 6 100,00 6 100,0% /

Razlike u laboratorijskim vrijednostima hemograma (hematokrit, broj eritrocita,

leukocita i neutrofila) u ispitivanih pasa obzirom na osnovne skupine dijagnoza pretrazene su

Kruskal-Wallisovim testom i prikazane u tablici 17. Znacajne su razlike zabiljezene u

vrijednostima hematokrita gdje su psi u skupini neoplasticnih bolesti imali znacajno nize
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vrijednosti u odnosu na ostale skupine (p = 0,049), te u vrijednostima CRP gdje su psi te

skupine imali znacajno vece vrijednosti u odnosu na ostale skupine (p = 0,026).

Tablica 17. Razlike u laboratorijskim vrijednostima hemograma i CRP-a u ispitivanih pasa s
obzirom na osnovne dijagnoze: Kruskal-Wallisov test. (Min — minimum, Maks — maksimum,

SD — standardna devijacija, CRP — C reaktivni protein)

Srednia Percentili
redny Min  Maks
vrijednos o5 50.
(Median)

Upalne bolesti 17 46,35 5,40 36 56 4400 47,00 49,50

Neoplazme 8 40,63 6,23 30 49 3550 41,50 45,75
Hematokrit

Neupalne/neoplasti¢ne bolesti 6 52,67 9,85 41 67 4550 49,50 63,25

Kontrola 6 46,17 2,56 43 49 43,75 46,00 49,00

Upalne bolesti 17 6,79 0,81 49 8,2 6,40 6,80 7,30

Neoplazme 8 6,00 0,89 45 7.3 5,40 6,00 6,80
Eritrociti

Neupalne/neoplasti¢ne bolesti 6 7,72 1,41 59 9,9 6,65 7,45 9,00

Kontrola 6 6,65 0,59 6,1 75 6,10 6,50 7,28

Upalne bolesti 17 15,78 12,47 5,6 55,4 8,30 11,80 19,50

Neoplazme 8 11,85 3,87 6,3 18,0 7,85 12,40 14,18
Leukociti

Neupalne/neoplasti¢ne bolesti 6 12,28 2,80 9,4 17,2 10,45 11,25 14,65

Kontrola 6 8,43 1,86 6,5 11,8 7,18 7,90 9,78

Upalne bolesti 17 12,28 11,80 409 5429 6,48 9,32 13,94
Segmentirani Neoplazme 8 9,45 3,77 4,16 16,20 6,00 9,72 11,07
neutrofili Neupalne/neoplastitne bolesti 6 1000 226 761 1376 814 963 1172

Kontrola 6 6,12 2,22 4,48 10,38 4,73 5,22 7,58

Upalne bolesti 16 0,70 2,07 0,00 8,28 0,00 0,00 0,21
Nesegmentirani Neoplazme 8 0,15 0,13 0,00 0,29 0,00 0,19 0,27
neutrofili Neupalne/neoplasti¢ne bolesti 6 0,24 0,16 0,00 0,41 0,07 0,29 0,36

Kontrola 6 0,01 0,03 0,00 0,08 0,00 0,00 0,02

Upalne bolesti 17 1,33 0,65 0,47 2,52 0,76 1,31 1,82

Neoplazme 8 0,95 0,51 0,34 1,71 0,51 0,84 1,43
Limfociti

Neupalne/neoplasti¢ne bolesti 6 1,02 0,54 0,23 1,72 0,64 0,93 1,56

Kontrola 6 1,39 0,65 0,71 2,28 0,79 1,27 2,06
Monociti Upalne bolesti 17 0,61 0,53 0,12 2,00 0,22 0,48 0,74
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Neoplazme 8 0,99 0,48 0,44 1,80 0,60 0,86 1,46
Neupalne/neoplasti¢ne bolesti 6 0,70 0,45 0,34 1,52 0,34 0,62 0,97
Kontrola 6 0,46 0,29 0,08 0,81 0,17 0,49 0,74
Upalne bolesti 17 0,85 2,27 0,00 9,52 0,00 0,22 0,53
Neoplazme 8 0,42 0,33 0,00 0,99 0,15 0,38 0,66
Eozinofili
Neupalne/neoplastiéne bolesti 6 0,37 0,37 0,00 1,03 0,14 0,23 0,68
Kontrola 6 0,45 0,33 0,00 0,91 0,11 0,53 0,66
Upalne bolesti 17 0,09 0,29 0,00 1,19 0,00 0,00 0,00
Neoplazme 7 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Bazofili
Neupalne/neoplasti¢ne bolesti 6 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Kontrola 6 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Upalne bolesti 17 418,00 226,95 191 1112 263,00 338,00 472,00
Neoplazme 8 224,63 138,38 71 476 97,75 226,00 316,75
Trombociti
Neupalne/neoplasti¢ne bolesti 6 386,83 167,66 225 686 244,50 363,50 495,50
Kontrola 6 407,50 105,92 264 515 283,50 440,00 500,75
Upalne bolesti 13 37,10 51,00 1,0 1443 6,05 9,90 62,45
Neoplazme 7 74,37 92,40 2,4 239,2 6,90 42,00 168,40
CRP
Neupalne/neoplasti¢ne bolesti 6 12,08 15,41 1,0 42,4 2,80 6,25 20,50
Kontrola 4 1,95 0,84 1,0 2,8 1,13 2,00 2,73

5.9. REZULTATI PROTEOMSKE ANALIZE

5.9.1. REZULTATI PROTEOMSKE ANALIZE SERUMA

Proteomskom analizom analizirano je 36 uzoraka seruma istrazivanih pasa. Analizom
podataka prikupljenih i obradenih u Proteome Discovereru identificirano je i kvantificirano
321 proteina od kojih je 164 s najmanje dva jedinstvena peptida. Od njih, 143 proteina
kvantificirana su u vise od 50 % uzoraka po grupi (u 36 uzoraka). Post-hoc analiza identificirala
je 9 proteina, c¢ija se zastupljenost statisticki znacajno razlikovala medu grupama (P < 0,05)
(SLIXA XX toplinska Kkarta), te jednog proteina (protein prekursor alfa-1-

mikroglobulina/bikunina; engl. protein alpha-1-microglobulin/bikunin precursor, protein
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AMBP/) kod kojeg je P-vrijednost iznosila tocno 0,05, koji je takoder prikazan zbog svoje
marginalne znacajnosti. U tablicama 18 — 23 prikazani su razli¢ito eksprimirani proteini izmedu
skupina pasa s neoplasticnim, upalnim, neuplanim/neneoplasticnim skupinama i kontrolne
skupine, s identifikacijskim brojem proteina te jedinstvenom oznakom proteina (engl.
accession ID) iz baze UniProt, atoplinska mapa s razlikama u njihovoj zastupljenosti medu
skupinama prikazana je na slici 25. (UniProt, THE UNIPROT CONSORTIUM, 2020.).

Post-hoc analiza pokazala je statisticki znacajne razlike u zastupljenosti pet proteina
seruma izmedu skupine pasa s neoplastiénim bolestima i1 kontrolne skupine: ¢lan 1 obitelji
serpin G, C-tip lektina domena obitelj 3 ¢lan B, protein koji sadrzava domenu nalik na Ig,
protrombin i apolipoprotein A-II. Zastupljenost ¢lana 1 obitelji serpina G i proteina koji
sadrzava domenu nalik na Ig bila je statisti¢ki viSa U pasa s neoplastiénim bolestima nego u
kontrolnoj skupini. Osim toga, tri proteina bila su zastupljena u manjoj koli¢ini u pasa s
neoplasti¢nim bolestima u odnosu na kontrolnu skupinu; C-tip lektina domena obitelj 3 ¢lan B,

protrombin i apolipoprotein A-11 (tablica 18).

Tablica 18. Popis proteina sa zna¢ajno promijenjenom ekspresijom u serumu pasa izmedu
skupina s neoplasticnim bolestima 1 kontrolne skupine; prikazana je jedinstvena oznaka
proteina (iz baze UniProt), oznaka gena za Canis lupus, naziv proteina, P-vrijednost (UniProt,
THE UNIPROT CONSORTIUM, 2020.). SERPINGL1 - ¢lan 1 obitelji serpina G (engl: Serpin
family G member 1). CLEC3B — C-tip lektina domene obitelji 3 ¢lan B (engl. C-type lectin
domain family 3 member B). F2 — protrombin. APOA2 — apolipoprotein A-II

NEOPLAZME : KONTROLNA SKUPINA

Jedinstvena Oznaka ) _ 3

) Naziv proteina p vrijednost
oznaka proteina gena
AOABCOM9IC3 | SERPING Clan 1 obitelji serpina G 0,006
AOABCON269 CLEC3B C-tip lektin domena obitelj 3 ¢lan B 0,046
AOA8I3P2N6 nema Protein koji sadrzava domenu nalik 1g 0,020
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AOAS8I3PUT1 F2 Protrombin 0,013

E2RAKY7 APOAZ2 Apolipoprotein A-lI 0,020

U usporedbi skupine pasa s upalnim bolestima i kontrolne skupine Sest proteina
statisticki se znacajno razlikovalo u zastupljenosti. Dva proteina koja sadrzavaju domenu nalik
na Ig (UniProt pristupni brojevi AOASCOS1F8 i AOASI3P2N6) imala su statisticki vecu
zastupljenost u skupini pasa s upalnim bolestima u odnosu na kontrolnu skupinu, dok su teski
lanac 3 inter-alfa inhibitora tripsina (engl. inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain 3, ITIH3),
protrombin, protein prekursor alfa-1-mikroglobulina/bikunina (engl. protein alpha-1-
microglobulin/bikunin precursor, protein AMBP) i apolipoprotein A-II imali statisticki
znacajno manju zastupljenost u serumu pasa oboljelih od upalnih bolesti u odnosu na kontrolnu
skupinu (tablica 19).

Tablica 19. Popis proteina sa znacajno promijenjenom ekspresijom u serumu pasa izmedu
skupina s upalnim bolestima i kontrolne skupine; prikazana je jedinstvena oznaka proteina (iz
baze UniProt), oznaka gena za Canis lupus, naziv proteina, P-vrijednost (UniProt, THE
UNIPROT CONSORTIUM, 2020.). ITIH3 — teski lanac 3 inter-alfa inhibitora tripsina (engl:
inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain 3). F2 — faktor 2. AMBP — protein AMBP. APOA2
— apolipoprotein A-II.

UPALNE BOLESTI: KONTROLNA SKUPINA

Jedinstvena Oznaka ) ) y

) Naziv proteina p vrijednost
oznaka proteina gena
AOABCOS1F8 nema Protein koji sadrzava domenu nalik na Ig 0,037
AOABCOMKB ITIH3 Inhibitor inter-alfa-tripsin teSkog lanca 3 0,003
AO0A8I3P2N6 nema Protein koji sadrzava domenu nalik na Ig 0,020
AOAB8I3RV60 AMBP Protein AMBP 0,050
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AOAS8I3PUT1 F2 Protrombin 0,013
E2RAKY APOA2 Apolipoprotein A-11 0,020
Tri su proteina imala znacajno razliCitu zastupljenost izmedu skupina s

neupalnim/neneoplasti¢nim bolestima i kontrolne skupine, i to ¢lan obitelji serpin G 1 ¢ija je

koli¢ina bila veca te teski lanac 3 inter-alfa inhibitora tripsina i ¢lan 1 obitelji lektina 3 tip C

¢ija je zastupljenost bila manja nego u kontrolnoj skupini (tablica 20).

Tablica 20. Popis proteina sa zna¢ajno promijenjenom ekspresijom u serumu pasa izmedu

skupina s neupalnim/neneoplasticnim bolestima i kontrolne skupine; prikazana je jedinstvena

oznaka proteina (iz baze UniProt), oznaka gena za Canis lupus, naziv proteina, P-vrijednost
(UniProt, THE UNIPROT CONSORTIUM, 2020.). APOH - beta-2-glikoprotein 1 (engl. beta-
2-glycoprotein 1). SERPINGL1 — ¢lan 1 obitelji serpina G (engl. serpin family G member 1).

ITIH3 —inter-alfa-tripsin inhibitor teSkog lanca (engl. inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain

3). CLEC3B — C-tip lektina domene obitelji 3 ¢lan B (engl. C-type lectin domain family 3

member B)

NEUPALNE/ NENEOPLASTICNE BOLESTI: KONTROLNA SKUPINA

Jedinstvena Oznaka ) ) y

) Naziv proteina p vrijednost
oznaka proteina gena
AOABCOMIC3 | SERPING1 Clan 1 obitelji serpin G 0,006
AOABCOMKB ITIH3 Teski lanac 3 inter-alfa inhibitora tripsina 0,003
AOABCON269 CLEC3B Clan 1 obitelji lektina 3 tip C 0,046
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Izmedu skupina pasa s tumorskim i onih s upalnim bolestima u zastupljenosti su se

razlikovala kod tri proteina. Koli¢ina ¢lana 1 obitelji serpin G, zatim inter-alfa-tripsin inhibitor

teSkog lanca 3 i proteina AMBP bila je veca u pasa s neoplasti¢énim bolestima nego u onih s

upalnima (tablica 21.).

Tablica 21. Popis proteina sa zna¢ajno promijenjenom ekspresijom u serumu pasa izmedu

skupina s neoplasticnim i1 onima s upalnim bolestima donjih diSnih puteva; prikazana je

jedinstvena oznaka proteina (iz baze UniProt), oznaka gena za Canis lupus, naziv proteina, P-
vrijednost (UniProt, THE UNIPROT CONSORTIUM, 2020.). SERPING1 — ¢lan 1 obitelji

serpina G (engl. serpin family G member 1). ITIH3 — inter-alfa-tripsin inhibitor teSkog lanca

(engl. inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain 3). AMBP — protein AMBP

NEOPLASTICNE BOLESTI:UPALNE BOLESTI

Jedinstvena Oznaka ) ) N

) Naziv proteina p vrijednost
oznaka proteina gena
AOA8COMIOC3 | SERPING1 Clan 1 obitelji serpin G 0,006
AOABCOMKB ITIH3 Teski lanac 3 inter-alfa inhibitora tripsina 0,003
AO0A8I3RV60 AMBP Protein AMBP 0,050

Usporedba skupine s upalnim bolestima i1 skupine s neupalnim/neneoplasticnim

bolestima otkrila je pet proteina sa statisticki znac¢ajnom razlikom u zastupljenosti. Beta-2-

glikoprotein 1 i AMBP nalazili su se u manjoj koli¢ini u pasa s upalnim bolestima, dok su tri

proteina koji sadrzavaju domenu nalik na Ig (Uniprot pristupni brojevi AOASCOMPAG®,
AOA8COS1F8 i AOA8I3P2N6) visi kod upalnih (tablica 22).
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Tablica 22. Popis proteina sa zna¢ajno promijenjenom ekspresijom u serumu pasa izmedu
skupina s neupalnim/neneoplastiénim i onih s upalnim bolestima donjih di$nih puteva;
prikazana je jedinstvena oznaka proteina (iz baze UniProt), oznaka gena za Canis lupus, naziv
proteina, P-vrijednost (UniProt, THE UNIPROT CONSORTIUM, 2020.). APOH - beta-2-
glikoprotein 1 (engl. beta-2-glycoprotein 1). AMBP — protein AMBP

NENEOPLASTICNE/NENEOPLASTICNE BOLESTI:UPALNE BOLESTI
Jedinstvena Oznaka ) ) N
) Naziv proteina p vrijednost

oznaka proteina gena
AO0ABCOLW15 APOH Beta-2-glikoprotein 1 0,048

AOA8I3RV60 AMBP Protein AMBP 0,050
AO0A8I3P2N6 nema Protein koji sadrzava domenu nalik na Ig 0,020
AOA8COS1F8 nema Protein koji sadrzava domenu nalik na Ig 0,037
AOABCOMPAG nema Protein koji sadrzava domenu nalik Ig 0,046

Cetiri proteina znacajno su se razlikovala izmedu skupina pasa s neoplastiénim i onih s
neupalnim/neneoplasti¢nim bolestima. Teski lanac 3 inter-alfa inhibitora tripsina imao je vecu
zastupljenost u skupini s neoplasticnim bolestima, dok je zastupljenost beta-2-glikoproteina 1,
protrombina i apolipoproteina A-II bila zna¢ajno niza u skupini s neoplasti¢nim bolestima u

odnosu na skupinu s neupalnim/neneoplasti¢nim bolestima (tablica 23).

Tablica 23. Popis proteina sa zna¢ajno promijenjenom ekspresijom u serumu pasa izmedu
skupina s neupalnim/neneoplasti¢énim i onih s neoplasti¢énim bolestima donjih di$nih puteva;
prikazana je jedinstvena oznaka proteina (iz baze UniProt), oznaka gena za Canis lupus, naziv
proteina, p vrijednost (UniProt, THE UNIPROT CONSORTIUM, 2020.). (APOH — beta-2-
glikoprotein 1 (engl. beta-2-glycoprotein 1). ITIH3 — inter-alfa-tripsin inhibitor teskog lanca
(engl. inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain 3). F2 — protrombin. APOA2 — apolipoprotein
A-ll)
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NEOPLASTICNE/NENEOPLASTICNE BOLESTI:NEOPLASTICNE BOLESTI

Jedinstvena Oznaka _ ) .
. Naziv proteina 0] VrljeanSt
oznaka proteina gena
AO0ABCOLW15 APOH Beta-2-glikoprotein 1 0,048
AOABCOMKB ITIH3 Teski lanac 3 inter-alfa inhibitora tripsina 0,003
AOAB8I3PUT1 F2 Protrombin 0,013
E2RAKY APOAZ2 Apolipoprotein A-II 0,020
Jedinstvena
oznaka proteina | Oznaka
(Uniprot) gena Nvs K [NNvsK| UvsK ([NvsNN | NvsU |[NNvsU Legenda

AOABCOLWI5  |APOH -0,03572 0,164443 -0,06617 -0,20016 0,030454 0,230613 0,8 Vie

1sa
AOA8COMOC3  |SERPING1| 0,322924 0,185155 0,180768 0,137769 0,142156 0,004387 0,6 zastupljenost
AOA8COMKBO  |[ITIH3 -0,14619 -0,68773 -0,60326 0,541537 0,457067 -0,08447 0,4 T
AOA8COMPA6  |nema -0,09676 -0,43242 0,164475 0,335658 -0,26124 -0,59689 0,2
AOABCON269 CLEC3B -0,31852 -0,17946 -0,10408 -0,13905 -0,21443 -0,07538 0 Nije znacajno
AQABCOS1F8 nema 0,223982 0,171731 0,376205 0,05225 -0,15222 -0,20447 -0,2
AOABI3P2N6 nema 0,307551 0,019378 0,39068 0,288173 -0,08313 -0,3713 -0,4 l
AOASBI3PUTI F2 -0,3487 -0,1221 -0,21742 -0,2266 -0,13128 0,095323 -0,6
AOASBI3RV60 AMBP -0,20565 -0,11997 -0,43559 -0,08568 0,229945 0,31562 -0,7

Niza
E2RAK7 APOA2 -0,51977 -0,21153 -0,3663 -0,30824 -0,15347 0,154767 =0,8 zastupljenost

Slika 25. Toplinska karta 10 identificiranih i kvantificiranih proteina iz uzoraka seruma sa

statisticki znacajno razli¢itom zastupljeno$¢u medu pojedinim skupinama pasa s bolestima

donjih di$nih puteva (N = 36). Toplinska mapa kreirana je koriste¢i se promjenom ekspresije

izmedu dviju skupina — log2FC vrijednosti (FC = fold change) izracunate za glavne proteine

nakon post-hoc analize. Genetska ontoloska analiza provedena je alatom PANTHER za Canis

lupus. Toplinska karta proizvedena je uz primjenu Microsoft Excel. U — skupina pasa s

upalnim bolestima donjih disnih puteva, N — skupina pasa s neoplasti¢nim bolestima donjih
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disnih puteva, NN — skupina pasa s neupalnim/neneoplasticnim bolestima plu¢a, K —
kontrolna skupina. APOH — beta-2-glikoprotein 1 (engl: Beta-2-glycoprotein 1). SERPING1
— ¢lan 1 obitelji serpina G (engl. serpin family G member 1). ITIH3 — inter-alfa-tripsin
inhibitor teSkog lanca (engl. inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain 3). CLEC3B — C-tip
lektina domene obitelji 3 ¢lan B (engl. C-type lectin domain family 3 member B). F2 —
protrombin. AMBP — protein AMBP. APOA2 — apolipoprotein A-11.

59.1.1. FUNKCIONALNA ANALIZA PROTEINA SERUMA

Identifikacijski brojevi proteina seruma upareni su s oznakom gena te je napravljena
analiza genske ontologije pomoc¢u bioinformati¢kog alata PANTHER GO (THOMAS i sur.,
2022.).

Rezultati genske ontologije za molekularne funkcije pokazuju da su geni podjednako
vezani uz procese vezanja, katalitiCku aktivnost, transport i aktivnost regulatora molekularne

funkcije (slika 26).

Molekularne funkcije

= Procesi vezanja
= Altivnast regulatera malelularne funkeije
= Katalitigka aktivnost

u Transpaort

Slika 26. Graficki prikaz ontologije za molekularne funkcije u koji su ukljuéeni razli¢ito
eksprimirani proteini izmedu skupina u serumu napravljen pomocu alata PANTHER

(THOMAS i sur., 2022.).
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Genska ontologija za bioloski proces pokazala je da je najvise gena (N = 2) bilo vezano
uz biolosku regulaciju, dok je po jedan gen sudjelovao u procesima odgovora na podrazaj,
staniénim procesima, procesima viSestani¢nog organizma, homeostatskim procesima i

lokalizaciji (slika 27).

Bioloski procesi

u Odgover na podrazaj u Stanicni procesi
= Procesi visestanitnog organizma = Homeostatski procesi
= Bioloska regulacija = Lokalizacija
Slika 27. Graficki prikaz ontologije za bioloske procese u koji su ukljuceni razlicito

eksprimirani proteini izmedu skupina u serumu napravljen pomocu alata PANTHER
(THOMAS i sur., 2022.).

Rezultati genske ontologije za stani¢nu organizaciju pokazao je da su tri gena bila vezana uz

stani¢ni anatomski entitet, a jedan gen uz kompleks koji sadrzava proteine (slika 28).
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Stanicna lokalizacija

u Staniéni anatomski enticet  m Kompleks keji sadrzi proteine

Slika 28. Graficki prikaz ontologije za stani¢nu lokalizaciju u koji su ukljuceni razli¢ito
eksprimirani proteini izmedu skupina u serumu napravljen pomocu alata PANTHER

(THOMAS i sur., 2022.).

5.9.1.2. ANALIZA BIOLOSKIH PUTEVA PROTEINA SERUMA

Analiza bioloskih puteva proteina seruma provedena je pomocu bioinformati¢kog alata
Reactome te je identificirano 14 bioloskih puteva sa statistickom znacajnoS¢u (FDR < 0,05)
(Slika xx). Vecina proteina identificiranih i kvantificiranih u proteomu seruma ukljucena je uz

primarnu i sekundarnu hemostazu.
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Reactome bioloski putevi

Kaskada komplementa

Drefekeni fakior Wil uzrokuje hemodiliju A

Fegulacija kaskade komplementa

Feguacija rareporia faktora rasa nalik inzdinu
Formirznje fibrinskog ugrughka

Drefekeni fakear X wrokuje nasljedni angioedem
Defelani cijepanje F8 wrombinom

Drefekeni SERFING | wzrokuje nasljedni angioedem
inirin zéni put aldivacije Sbrinskog ugnuska
Aktivacija, signalizacija i agregacija trombodia
Odgovor ra poviZznje rombocitnog citosolnog Cal+
Bodesti hemostaze

Dregranulacija trombocita

Drefebots sustava aboivacihe kontakia i kalkore maufinna

05 1 15 2 15 3 is 4 45
BRO)J GEMNA

Slika 29. Prikaz statisti¢ki zna¢ajnih bioloskih puteva povezanih s proteomom seruma pasa

oboljelih od bolesti donjih di$nih puteva, napravljen pomocu alata Reactome.

5.9.2. REZULTATI PROTEOMSKE ANALIZE BRONHOALVEOLARNIH
ISPIRAKA

Proteomskom analizom 37 uzoraka bronhoalveolarnih ispiraka identificirana su i
kvantificirana 1216 proteina od kojih je 731 s najmanje dva jedinstvena peptida. Od njih, 534
proteina kvantificirana su u vise od 50 % uzoraka po grupi (u 37 uzoraka). Post-hoc analiza
identificirala je 17 proteina, Cija se zastupljenosti statisticki zna¢ajno razlikovala medu

grupama (P < 0,05).

Proteini sa statisticki znacajno razli¢itom zastupljeno$¢u u post-hoc analizi bili su: beta
nalik na rezistin (engl. resistin-like beta), lukoza-6-fosfat-1-dehidrogenaza, fruktoza-bisfosfat
aldolaza, ¢imbenik maturacije glije, protein koji sadrzava domenu K-homologija, antitrombin-
I11, serotransferin, alfa-2-HS-glikoprotein, fosfoglicerat-kinaza, piruvat-kinaza, protrombin,
endoplazmin, protein toplinskog Soka HSP 90-beta, gliceraldehid-3-fosfat-dehidrogenaze,
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homolog proteina kontrole dijeljenja stanice 42, prednji gradijentni protein 2 ¢lan obitelji

proteina disulfid-izomeraza i heterogeni nuklearni ribonukleoprotein (slika 30)

Statisticki znacajno razliCito zastupljen protein izmedu skupine pasa s neoplasti¢nim
bolestima i kontrolne skupine bio je beta nalik na rezistin, zastupljen u statisticki znacajno
manje u bronhoalveolarnom ispirku pasa s neoplasticnim bolestima donjih diSnih puteva
(tablica 24).

Tablica 24. Popis proteina sa znacajno promijenjenom ekspresijom u bronhoalveolarnom
ispirku pasa izmedu skupina s neoplasticnim bolestima donjih diSnih puteva i kontrolne
skupine; prikazana je jedinstvena oznaka proteina (iz baze UniProt), oznaka gena za Canis
lupus, naziv proteina i P-vrijednost (UniProt, THE UNIPROT CONSORTIUM, 2020.)

NEOPLASTICNE BOLESTI:KONTROLNA SKUPINA

Jedinstvena Oznaka ) ) »

) Naziv proteina p vrijednost
oznaka proteina gena
AOABCOTDR5 | RETNLB Beta nalik na rezistin 0,026

Sedam proteina sa statisticki razliitom zastupljeno$¢u izmedu skupina s upalnim
bolestima i kontrolne skupine bili su: glukoza-6-fosfat-1-dehidrogenaza, fruktoza-bisfosfat
aldolaza, faktor maturacije glije i poli(rC) vezujuéi protein 1 zastupljeniji u pasa s upalnim
bolestima u odnosu na kontrolnu skupinu, dok je zastupljenost antitrombina-I1Il,
serotransferina, alfa-2-HS-glikoproteina bila manja u pasa s upalnim bolestima nego u
kontrolne skupine (tablica 25.).

Tablica 25. Popis proteina sa znacajno promijenjenom ekspresijom u bronhoalveolarnom
ispirku pasa izmedu skupina s upalnim bolestima donjih di$nih puteva i kontrolne skupine;
prikazana je jedinstvena oznaka proteina (iz baze UniProt), oznaka gena za Canis lupus, naziv
proteina i P-vrijednost (UniProt, THE UNIPROT CONSORTIUM, 2020.)
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UPALNE BOLESTI:KONTROLNA SKUPINA

Jedinstvena

oznaka Oznaka gena Naziv proteina p vrijednost
proteina
AO0A8I3Q0V2 | G6PD Glukoza-6-fosfat-1-dehidrogenaza 0,013
AOABCOR9Z8 | ALDOA Fruktoza-bisfosfat-aldolaza 0,026
AOAB8COSLP7 | GMFG Faktor maturacije glije 0,006
AOABCOP1ES PCBP1 Poli(rc) vezujuéi protein 1 0,009
AOABPOSIZ4 SERPINC1 Antitrombin-111 0,022
AOAB8I3Q3K3 [ LOC47707 Serotransferin 0,036
AOAB8I3PIKS8 AHSG Alfa-2-HS-glikoprotein 0,033

Devet proteina sa statisticki razli¢itom zastupljenos¢u izmedu skupina s neoplasticnim
i upalnim bolestima bili su: fosfoglicerat-kinaza, piruvat-kinaza, protrombin, protein
toplinskog Soka 90-alfa razred B ¢lan 1, protein toplinskog Soka 90-beta ¢lan 1, gliceraldehid-
3-fosfat-dehidrogenaze, protein kontrole dijeljenja stanice 42 homolog, prednji gradijentni
protein 2 Clan obitelji disulfid-izomeraza, heterogeni nulkerani ribonukleoprotein ¢ija je
zastupljenost bila statisticki znacajno veca u skupini pasa s upalnim bolestima u odnosu na one

s neoplasti¢nim bolestima donjih disnih puteva (tablica 26.).

Tablica 26. Popis proteina sa znacajno promijenjenom ekspresijom u bronhoalveolarnom
ispirku pasa izmedu skupina s neoplasti¢nim 1 onih s upalnim bolestima donjih diSnih puteva i
kontrolne skupine; prikazana je jedinstvena oznaka proteina (iz baze UniProt), oznaka gena za
Canis lupus, naziv proteina i P-vrijednost. (UniProt, THE UNIPROT CONSORTIUM, 2020.)
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UPALNE BOLESTI: NEOPLASTICNE BOLESTI
Jedinstvena
Oznaka ) _ p
oznaka Naziv proteina N
) gena vrijednost
proteina
AOABCOSZNS | PGK1 Fosfoglicerat-kinaza 0,012
AOA8COYZD | PKM Piruvat-kinaza 0,016
AOABCOSEKG | F2 Protrombin 0,024
ADABCOS8X9 | HSPOOAB | protein toplinskog soka 90-alfa klasa B ¢lan 1 0,025
AOA8POSCP9 | HSP90B1 Protein toplinskog soka HSP 90-beta ¢lan 1 0,009
AOABCOT2N5 | GAPDH Gliceraldehid-3-fosfat-dehidrogenaza 0,009
P60952 CDC42 Protein kontrole dijeljenja stanice 42 homolog 0,027
Prednji gradijentni protein 2 ¢lan obitelji
AOABCONZV | AGR2 o 0,018
disulfid-izomeraza
AOA8I3MX70 | HNRNPU Heterogeni nulkerani ribonukleoprotein 0,005

Izmedu skupina s neupalnim/neneoplasti¢énim bolestima i1 skupine s upalnim bolestima,

s neupalnim/neneoplasti¢nim bolestima i kontrolne skupine te s neupalnim/neneoplasticnim

bolestima 1 skupine s neoplasticnim bolestima nije bilo statisticki znacajne razlike u

zastupljenosti proteina.
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Jedinstvena oznaka

proteina (UniProt) Oznaka gena Nvs K NN vs A Uwvs K Nvs NN NvsU NNvsU

ADABI3Q0V2 G6PD 0,257117 -0,21304  -0,42285  -0,20981

ADABCOSZNS PGK1 0,19542 0,381 -0,18636  -0,38521  -0,19885

ADABPOSIZ4 SERPINC1 -0,22878  -0,21257 -0,33518 -0,01621 0,106393 0,122603

ADABCOYZD9 PKM 0,00471 0,078789 0,350728 -0,07408  -0,34602  -0,27194

ADABI3Q3K3 LOCA477072 -0,23788  -0,32078  -0,54198 0,0829 0,304098 0,221198 Legenda

AOABCOR9Z8 ALDOA 0,10427 0,170663 -0,06639  -0,46575  -0,39936 Viga
zastupljenost

AODABCOSEK6 F2 -0,35168  -0,13994 0,072612 -0,21174 -0,42429 -0,21255

AOABPOSCP9 HSP90B1 031961  -0,1415 0,055266 -0,17811 -0,37488  -0,19677 04 1

ADABI3PIKS AHSG -0,38145  -0,39944  -0,58472 0,017986 0,203263 0,185277 0,2

ADABC0S8X9 HSPS0AB1 -0,04081 0,078316 0,188354 -0,11913 -0,22917 -0,11004 0 zn:clja?no

ADABCOT2NS GAPDH -0,19905 0,007043 0,362919 -0,20609  -0,56197 -0,35588 0,2

P60952 CcDC42 -0,09338 0307938 0,286448 -0,40131 -0,37982 0,021489 04 |

AOABCONZV3 AGR2 -0,20928 -0,22506  0,330366 0,015777 -0,53965  -0,55542 -0,6

ADABI3MX70 HNRNPU -0,27746  0,220044  0,255234 -0,4975  -0,53269  -0,03519 -0,7 zar:z:: Jienost

ADABCOSLP7 GMFG 0,277781 0,186663 0,091118 -0,2671  -0,35822 -

AOASCOTDRS RETNLB - -0,46768 0,541 -0,22625 -0,15293 0,073317
AOASCOP1ES PCBP1 0,196127 034095 -0,21658 0,124367

Slika 30. Toplinska karta 10 identificiranih i kvantificiranih proteina iz uzoraka
bronhoalveolarnog ispirka sa statisticki znacajno razliitom zastupljeno$¢u medu pojedinim
skupinama pasa sa bolestima donjih disnih puteva (N = 36). Toplinska je mapa kreirana
koriste¢i se promjenom ekspresije izmedu dviju skupina — log2FC vrijednosti (FC = fold
change) izracunate za glavne proteine nakon post-hoc analize. Toplinska karta proizvedena je
primjenom Microsoft Excel. (U — skupina pasa s upalnim bolestima donjih disnih puteva, N
— skupina pasa s neoplasticnim bolestima donjih disnih puteva, NN — skupina pasa s

neupalnim/neneoplasti¢nim bolestima plu¢a, K — kontrolna skupina)

5.9.21. FUNKCIONALNA ANALIZA PROTEINA
BRONHOALVEOLARNOG ISPIRKA

Identifikacijski brojevi proteina bronhoalveolarnih ispiraka upareni su s oznakom gena,
te je napravljena analiza genske ontologije pomoc¢u bioinformatickog alata PANTHER GO
(THOMAS i sur., 2022.). Genska ontokolgija za molekulrni proces upuéuje na to da je najveci
broj gena ukljucen u kataliticku aktivnost (N = 8), zatim u procese vezanja (N = 7), dok su

ostali geni vezani uz reguliranje molekularne funkcije (N = 2) i transkripcije (N = 1) (slika 31).
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Molekularna funkcija

= Regulacijska aktivnost transkripcije
= Procesi vezanja
n Aktivnost regulatora meleularne funkcije
= Kataliticka aktivnost
Slika 31. Graficki prikaz ontologije za molekularnu funkciju u koji su ukljuceni razlicito

eksprimirani proteini izmedu skupina u bronhoalveolarnom ispirku napravljen pomocu alata

PANTHER (THOMAS i sur., 2022.).

Genska ontologija za bioloski proces pokazala je da najveéi broj gena sudjeluje u
stani¢nim procesima (N = 11), zatim u bioloskoj regulaciji (N = 8), metabolickim procesima

(N = 6) i odgovoru na podrazaj (N = 5) (slika 32)

Bioloski proces

1 Odgever na podraZa) u Pracesi ukljuéeni u interakeiju medu arganizmima
= Imunaleghi procesi = Staniéni procesi

= Precesi viSestaniénih arganizama = Metabolicki procesi

u Biologka regulacija n Lokalizacija
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Slika 32. Prikaz genske ontologije za bioloski procese u koji su ukljuc¢eni razli¢ito eksprimirani
proteini izmedu skupina u bronhoalveolarnom ispirku napravljen pomocu alata PANTHER

(THOMAS i sur., 2022.)

Rezultati analize genske ontologije za stani¢nu lokalizaciju pokazali su da je najveci
broj gena (N = 16) vezan uz stani¢ni anatomski entitet, a samo jedan gen uz kompleks koji

sadrzava proteine (slika 33).

Stanicna lokalizacija

= Staniéni anatomski entitet = Kompleks koji sadrzi protein

Slika 33. Prikaz genske ontologije za stani¢nu lokalizaciju u koji su ukljuceni razlicito
eksprimirani proteini izmedu skupina u bronhoalveolarnom ispirku napravljen pomocu alata

PANTHER (THOMAS i sur., 2022).

5.9.2.2.  ANALIZA BIOLOSKIH PUTEVA PROTEINA
BRONHOALVEOLARNOG ISPIRKA

Analiza bioloSkih puteva povezanih s proteinima bronhoalveolarnog ispirka
napravljena je pomocu alata Reactome, te su pretrazeni proteini ¢ija se zastupljenost statisticki
znacajno razlikovala medu skupinama (N = 17) (slika 34). Dvadeset bioloskih puteva s
minimalno jednim genom i FDR < 0,05 bilo je statisti¢ki znacajno. Vecina identificiranih i
kvantificiranih proteina u proteomu bronhoalveolarnog ispirka ukljucena je u primarnu i

sekundarnu hemostazu, imunosni odgovor i metabolizam ugljikohidrata (slika 34).
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Defekt faktora M1 wirokuje nasljedni angicedem
Defektna cijepanje F8 trambinam
Bt presija gena i proteing signalizacijom JAK-STAT nakon...
Hiemios tara
Upradjarje metaboli mmom energije domadina
Farmiranje fibrinskog ugruska
Aktivacija, signalizacija i agregacija trombocita
Wnuta rnji put Formiranja fibri nskog ugruika
Zajednitki put Formiranja fibrinskog ugruika
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Slika 34. Prikaz statisti¢ki znacajnih bioloskih puteva povezanih s proteomom
bronhoalveolarnog ispirka pasa oboljelih od bolesti donjih diSnih puteva, napravljen pomocu

alata Reactome.

5.9.3. REZULTATI PROTEOMSKE ANALIZE SLINE

Proteomskom analizom 22 uzorka sline identificirana su i kvantificirana 553 proteina
od kojih je 325 s najmanje dva jedinstvena peptida. Od njih, 235 proteina kvantificirana su u
vise od 50 % uzoraka po skupini (u 22 uzoraka). Post-hoc analiza identificirala je jedan protein

Cija se zastupljenost statisti¢ki znac¢ajno razlikovala medu grupama (P < 0,05).
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Protein koji se statisticki znacajno razlikovao medu skupinama jest protein Koji
sadrzava domenu WAP (engl. whey acidic protein domain-containing protein) (UniProt
pristupni broj AOA8PONNP3). Njegova je zastupljenost bila je statisticki znacajno niza u

neupalnoj/neneoplasti¢noj skupini nego u kontrolnoj skupini (P = 0,0281).
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6. RASPRAVA

6.1. PODATCI O ZIVOTINJAMA I NALAZIMA DIJAGNOSTICKIH
PRETRAGA

U ovom je istrazivanju utvrdeno da su upalne bolesti najucestalija skupina bolesti
donjih disnih puteva (46 %) u populaciji pasa na Klinici za unutarnje bolesti Veterinarskog
fakulteta u Zagrebu s ciljem dijagnostike respiratornih klinickih znakova. Najcesc¢a je
dijagnoza bila kroni¢ni bronhitis (19 %), a gotovo jednako ucestalo dijagnosticirala se i gnojna
bronhopneumonija (16 %), nakon ¢ega su slijedile primarne (13 %) i metastatske neoplazme
pluca (13 %) te bronhomalacija (kolaps bronha) (13 %). Istrazivanja o prevalenciji
respiratornih bolesti u pasa su rijetka, sto napominju i NAKAZAWA i suradnici (2022.). U
njihovoj retrospektivnoj studiji 1050 pasa s respiratornim znakovima u Japanu najcesc¢a bolest
dusnika i1 bronha bila je traheomalacija 1 bronhomnalacija, a kroni¢ni je bronhitis
dijagnosticiran u 34 % slu¢ajeva. U njihovom su istrazivanju neoplazme pluca i pneumonije
dijagnosticirane u slicnom omjeru, kada se gledalo na bolesti pluca, §to odrazava rezultate 1
ovog istrazivanja, iako je obuhvacena populacija pasa premala da bi se mogli izvuéi definitivni
zaklju¢ei. Ovo je istrazivanje temeljeno ponajprije na dostupnosti uzoraka potrebnih za
molekularna i proteomska istrazivanja, pa je moguce da je izostavljen odreden broj pacijenata
koji bi omogucili davanje realnije slike o pretezitosti bolesti donjih diSnih puteva u nasoj
populaciji pasa. Osim toga, NAKAZAWA i suradnici, (2022.) raspravljaju 0 mogucnosti
izostavljanja slu¢ajeva kroni¢nog bronhitisa u njihovom istrazivanju, S obzirom na to da je bio
ukljucen 1 velik broj pasa kojima nije u¢injena napredna dijagnostika, ve¢ je kolaps traheje 1
bronha dijagnosticiran rendgenski. Poznato je da stariji psi manjih pasmina Cesto boluju od
kroni¢nog bronhitisa, a istodobno mogu imati i kolaps dusnika i bronha (MACREADY i sur.,
2007.) te je moguce da bi 1 u njthovom istrazivanju kronic¢ni bronhitis bio ¢es$¢i uz uporabu
napredne dijagnostike. Zanimljivo, ni u nasem istrazivanju, kao ni u onomu NAKAZAWA i
suradnika (2022.), nisu zabiljezeni psi s idiopatskom fibrozom pluca. Ta bolest se navodi kao
jedno od najcesc¢ih idiopatskih stanja donjih diSnih puteva, specifi¢nije, pluénog intersticija,
koja nema upalnu niti neoplasti¢nu etiologiju. Ova bolest pogada uglavnom zapadnoSkotske
bijele terijere, iako je opisana i u drugih pasmina, te u mac¢aka (LAURILA I RAJMAKI, 2020.).
U nasem su istrazivanju bila prisutna samo dva zapadnoskotska terijera, a ni jedan nije imao

dijagnozu idiopatske pluéne fibroze.
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Prosjec¢na dob zaprimljenih pacijenata u ovom istrazivanju iznosila je oko 10 godina,
tocnije, 9,5 godina za upalne bolesti, 9,75 za tumorske i 10 godina za neupalne i neneoplasti¢ne
bolesti, S§to takoder odrazava dosadasnja istrazivanja. NAKAZAWA i suradnici (2022.)
prijavljuju medijan od 10,75 godina starosti pasa za bronhomalaciju, 10 godina za kroni¢ni
bronhitis te 11 godina za mase u plu¢ima, §to potvrduje i nas nalaz, da se kroni¢ne respiratorne
bolesti koje zahtijevaju naprednu dijagnostiku uglavnom pojavljuju u pasa starije zivotne dobi.
Nije pronadena statistiCki znacajna razlika izmedu prosjecne starosti pri zaprimanju i pojedinih

skupina u ovom istrazivanju.

Prosje¢no vrijeme trajanja bolesti prije zaprimanja na klinicku obradu u ovom
istrazivanju varira od 0 tjedana do maksimalno 80 tjedana. Pacijenti s neoplasti¢nim bolestima
Cesto kasnije dolaze na pregled (prosjec¢no, nakon $to su klinicki znakovi bili prisutni 22
tjedna). Razlog tome mogu biti blagi nespecifi¢ni klinicki znakovi koji nastaju polako i mogu
biti sporoprogresivni, dok u nekih pasa nema ni znakova od strane diSnog sustava, ve¢ se tumor
pluca identificira slikovnom dijagnostikom u sklopu obrade zbog nespecificnih sistemskih
znakova (poput gubitka tjelesne mase) (ETTINGER i sur., 2024.). Psi s
neupalnim/neneoplasti¢nim bolestima (poput kolapsa bronha ili traheje) u prosjeku su brze
zaprimani u obradu (13,83 tjedana), moguce zbog akutnije i jace klini¢ke slike ovih bolesti, §to
vlasnike ponuka da promptnije potraze pomo¢ veterinara. Statisticki nije pronadena znacajna
razlika izmedu prosjeCnog trajanja bolesti prije zaprimanja i pojedinih skupina u ovom

istrazivanju.

Kasalj je bio najcesci klinicki znak zbog kojeg su psi u ovom istrazivanju dovedeni na
naprednu dijagnostiku diSnog sustava, prisutan u 26/37 pasa. Kasalj je vazan fizioloski
obrambeni mehanizam koji sprjeCava aspiraciju Stetnog materijala i stranih tijela u disni sustav,
a pomaze u uklanjanju udahnutih Cestica, patogena i prekomjernih izlucevina (poput sluzi ili
gnoja). Zbog toga Sto je refleks tesko prekinuti kada zapocéne te zbog njegove glasne prirode,
to je klini¢ki znak Cesto zamijecen od strane vlasnika pasa ¢iju kvalitetu zivota naruSava
(ETTINGER i sur., 2024.). Kasalj se, S obzirom na trajanje, moze klasificirati kao akutan,
odnosni subakutan, u trajanju kraCem od 0sam tjedana, te kao kronican, kada traje dulje od
osam tjedana (ETTINGER 1 sur., 2024). Dijagnostika se u naSem istraZivanju provodila

cetverostruko ¢eS¢e u pasa s kroni¢nim kaSljem od onih s akutnim. U ljudi, istrazivanja 0
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¢imbenicima rizika za nastanak akutnog, subakutnog i kroni¢nog kaslja upucuju na moguéu
etiologiju, pa se akutni kaSalj naj¢e$¢e pojavljuje u pacijenata s alergijama, subakutni ili
kroni¢ni kasalj u onih s astmom ili kroni¢nim rinitisom, a kroni¢ni kasalj u pacijenata s
gastroezofagealnim refluksom (LATTI i sur., 2018.). U pasa nedostaju studije koje istrazuju
naj¢es¢e uzroke kaslja ovisno o trajanju kaslja, akutni se kasalj u mladog psa uglavnom
povezuje s CIRDC-om (DAY i sur., 2020.), dok je prisutnost kroni¢nog kaslja preduvjet za
postavljanje dijagnoze kroni¢nog bronhitisa (LILJA-MAULA i sur., 2013.). Kasalj se takoder
moze klasificirati kao suh ili produktivan, ovisno o prisutnosti iskasljanog sputuma. Vazno je
napomenuti da postoje znatna preklapanja ovih dvaju oblika u pasa jer psi mogu kasljati i suho
i produktivno istodobno, te to ne pomaze u daljnjoj dijagnostici. U naSem je istraZivanju veéina
vlasnika (67,5 %) tvrdila da njihov pas suho kaslje, a tek 16 %, da im pas produktivno kaslje.
Pacijenti s upalnim bolestima donjih dis$nih puteva ¢eSée su imali suhi kasalj u odnosu na
kontrolnu skupinu u ovom istrazivanju. U ljudi se prisutnost kronicnog suhog kaslja cesto
povezuje s gastroezofagealnim refluksom, postnazalnom sekrecijom i astmom (MAHASUR,
2015.). Iako se prisutnost suhog kaslja u pasa klasi¢no povezuje sa stanjima poput kolapsa
di$nih puteva, kroni¢nog bronhitisa ili ranim stadijem edema pluca, za sada nema dovoljno
dokaza da produktivnost kaslja u pasa pomaze u postavljanju dijagnoze, $to je dodatno otezano
i ¢injenicama da neki vlasnici nisu u stanju primijetiti i ocijeniti produktivnost kaslja, da psi
mogu imati produktivan i neproduktivan kasalj kod iste bolesti i time da psi mogu progutati
iskasljani sadrzaj a da vlasnici to ne primijete (ETTINGER i sur., 2024.). Nase istrazivanje jos
jednom upucuje na ¢injenicu da se i upalne bolesti poput bronhopneumonije, koje se klasi¢no
povezuju s produktivnim kasljem, mogu ocitovati suhim kasljem, ¢ega bi klinicari trebali biti

svjesni prilikom izrade liste diferencijalnih dijagnoza za ovaj klinicki znak.

Dispneja, odnosno respiratorni distres, definiran kao oteZzano disanje, hitno je stanje
povezano s brojnim bolestima diSnog sustava, ali i bolestima pleuralnog prostora, stijenke
prsne Supljine te povremeno i1 nerespiratornim bolestima poput metaboli¢kih poremecaja ili
poremecaja elektrolita, bolestima srediSnjeg ziv€anog sustava i endokrinoloskim stanjima
(ETTINGER i sur., 2024.). Dispneja je bila prisutna u gotovo 30 % pasa u nasem istrazivanju.
Iako je ceS¢e zabiljeZena u pasa s upalnim te neupalnim/neneoplasti¢nim bolestima, nije bilo

statisticki znacajne razlike medu skupinama.
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Inapetencija, hiporeksija, oznaCava smanjen unos hrane, dok anoreksija oznacava
potpuni gubitak unosa hrane. To su Cesti klinicki znakovi zbog kojih vlasnici traze veterinarsku
pomo¢ (ROBINSON i sur., 2015.), povezani i s ve¢im rizikom od uginu¢a (MOLINA i sur.,
2018.). Bolesti disSnog sustava Cesto dovode do smanjenog unosa hrane, Sto se dogada u
sluajevima respiratornog distresa, uzimanja kroni¢ne terapije, kroni¢nih bolesti poput tumora
diSnog sustava ili vru¢ice (ETTINGER 1 sur., 2024.). U nasem je istrazivanju 1/3 pacijenata
kao klini¢ki znak bolesti diSnog sustava imala smanjen unos hrane. Iako je u nasem istrazivanju
smanjen unos hrane najcesc¢e biljezen u pasa s tumorskim bolestima, nije pronadena statisticki

znacajna razlika medu skupinama.

Iscjedak iz o€iju i nosa bio je prisutan samo u Cetiri psa u nasem istrazivanju. Oni se
¢esce pojavljuju u pasa s bolestima gornjih disnih puteva, ali je vazno uzeti u obzir kao klinic¢ki
znak bolesti koje mogu istodobno zahvatiti gornje i donje disne puteve, poput CIRDC-a (DAY
i sur., 2020.). U skladu s navedenim jedan pas iz naSeg istrazivanja s iscjetkom iz nosa bolovao
je upravo od te bolesti. Zanimljivo, u istrazivanju CLERCX i suradnika (2000.) 52 % pasa s
eozinofilnom bronhopneumopatijom imalo je serozni do mukopurulentni iscjedak iz nosa. U
naSem istrazivanju ni jedan pas s eozinofilnom bronhopneumopatijom nije imao iscjedak iz
nosa ili o¢iju. Iscjedak iz nosa moze biti i znak upale plué¢a u pasa (DEAR i sur., 2020.). Tu
nasem je istrazivanju jedan pas s iscjetkom iz nosa bolovao od gnojne bronhopneumonije. Nije
pronadena statisticki znacajna razlika medu pojedinim skupinama i S iscjetkom iz nosa ili o€iju,
ali jo$ jednom treba naglasiti da je ovaj klinicki znak bio rijetko prisutan u pasa obuhva¢enim

ovim istrazivanjem te je statisticka analiza bila ogranicena.

Pregledom gojnog stanja zivotinja u nasem istrazivanju vidi se da su uglavnom bili
dobrog gojnog stanja (s medijanom BCS 5) i da je vrlo mali broj Zivotinja bio blago pretio.
Cescée je zabiljezeno da su psi s kroni¢nim respiratornim bolestima bili blago do izrazito mrsavi.
Poznato je da je pretilost u pasa povezana s povec¢anom incidencijom ortopedskih bolesti,
vec¢im rizikom od uginuéa kod pankreatitisa I skracenim zivotnim vijekom. Pretilost je vazna i
kod respiratornih bolesti, jer je povezana s ograni¢enjima prilikom izdisaja u pacijenata s
hiperpnejom (BACH i sur., 2007.) i povec¢anom reaktivno$¢éu bronha (KELLY i sur., 2023.).
Iako jos nije utvrdena veza izmedu pretilosti 1 kolapsa di$nih puteva, vazno je za napomenuti
da je oko 50 % pasa s kolapsom donjih disnih puteva pretilo (ADAMMA-MORAITOU i sur.,

2010.). Kaheksija, gubitak tjelesne mase, poznata je pojava kod kronicnih respiratornih bolesti
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ljudi (SANDERS i sur., 2016.). i pasa (FREEMAN, 2018.). Klinicke implikacije ovoga
fenomena potencijalno su vazne. Kaheksija u ljudi povisuje morbiditet i mortalitet, dok u pasa
jos nema dovoljno istrazivanja koja bi potvrdila da je to primjenjivo i na njih (FREEMAN i
sur., 2018.). Kaheksija u pacijenata s tumorskim bolestima dobro je evidentirana, a nastaje §to
zbog samog tumora §to zbog terapije (zracenje, kemoterapija). U nasem istrazivanju najnizu
srednju vrijednost BCS imali su psi s upalnim bolestima (4,53), dok su psi s neoplazmama
imali malo vecu srednju vrijednost BCS (4,75), ali je i pas s najmanjim BCS-om (1) evidentiran
u skupini neoplasticnih bolesti. Nije dokazana statisticki znacajna razlika izmedu gojnog stanja

pasa u naSem istrazivanju i pojedinih skupina bolesti.

Vrijednosti trijasa Cesto su biljezene u pacijenata u ovom istrazivanju, no nije bilo
statisticki zna€ajnih razlika vrijednosti temperatura, bila 1 disanja medu pojedinim skupinama.
Vecina pasa imala je vrijednosti temperature unutar referentnog intervala (38 — 39,2 °C), a
najvisa rektalna temperatura zabiljeZena je u psa s pneumonijom (40,4 °C). Vru€ica moze, ali
1 ne mora, pratiti pojavu upalnih bolesti di$nih puteva, pa je tako zabiljeZena u tek 16 — 50 %
pasa s aspiracijskom pneumonijom (DEAR, 2020.; DEAR i sur., 2024.). Vrucica se rjede
detektira kod neoplasti¢nih bolesti pluca, s malim brojem istrazivanja koja biljeZe tu pojavu u
pasa (ETTINGER 1 sur., 2024.). U naSem je istrazivanju najviSa rektalna temperatura
zabiljeZena u pasa iz neoplasti¢ne skupine iznosila 39,6 °C, a vecina je pasa imala fiziolosku
rektalnu temperaturu. Alteracije bila ne navode se kao zna¢ajan nalaz kod respiratornih bolesti
pasa (ETTINGER i sur., 2024.). Jedan pas s dijagnozom metastatskog tumora pluc¢a (metastaza
tumora okruglih stanica iz prsnog kosa) imao je najvecu frekvenciju bila (188/min), s tim da je
u tom trenutku imao i izljev u prsnu Supljinu koji je potencijalno pridonio tahikardiji, dok
bradikardija nije detektirana ni u jednog psa. Frekvencija disanja u pasa S respiratornim
bolestima moze biti poviSena (tahipneja), iako bi se klini¢ki relevantna tahipneja trebala
razluciti od dahtanja koje je ¢eS¢e prisutno kod straha, boli ili u svrhu termoregulacije.
Zivotinje koje boluju od bolesti di§nog sustava mogu imati izrazenu tahipneju ili &e§¢e dahtati,
ali to nije pouzdan izolirani nalaz kod bolesti diSnih puteva i trebao bi se tumaciti u skladu s
ostalim nalazima (DEAR, 2020.). Tahipneja (a ¢ak i dispneja) Cesto moze biti nalaz i kod
primarno kardioloskih stanja (zastojno zatajivanje srca), toplinskog udara, metabolickih bolesti
(hiperadrenokorticizam, hipertireoidizam), ascitesa, proSirenja 1 zavrnuéa Zeludca,
hipovolemijskog ili septickog Soka te intoksikacija (ENGLAR, 2019.). Frekvencija disanja

zabiljezena je najrjede od svih parametara trijasa (21/37 pasa) u ovom istrazivanju, S
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medijanom od 30/minuti u skupini s upalnim bolestima, 40/minuti u skupini s neoplazmama i
U jednog psa s kolapsom bronha (neupalna/neneoplasticna skupina). U preostalih pasa
frekvencija disanja nije evidentirana, naj¢eSée zbog prisutnosti dahtanja. Nije dokazana
statistiCki znaCajna razlika izmedu parametara trijasa i pojedinih skupina bolesti u ovome

istrazivanju.

Auskultacija plu¢a vazan je alat u sklopu klini¢kog pregleda kojom se dobivaju osnovne
pocetne informacije i1 stanju pluca, pa je tako auskultacija provedena u svih pasa u ovom
istrazivanju. Obostrano uredan di$ni Sum nad plu¢ima imalo je pet pasa u ovom istrazivanju, a
¢esto su biljezeni patoloski nalazi poput prisutnosti poostrenog diSnog Suma, jednostrano u
jednog psa s bilateralnom paralizom larinksa (ali bez znakova zahvacanja donjih diSnih
puteva), te obostrano u 17 pasa, najéeSée onih s upalnim bolestima (N = 9). U ovome su
istrazivanju hropci detektirani u jednog psa s CIRDC-om i jednog s bilateralnom paralizom
larinksa bez znakova zahvacenosti donjih di$nih puteva, dok su krepitacije zabiljeZene u jednog
psa s gnojnom bronhopneumonijom. U ovom su istrazivanju zvizduci zabiljeZeni u dva psa,
jednog s gnojnom bronhopneumonijom te jednog iz kontrolne skupine (s brahicefali¢nim
sindromom opstrukcije diSnih puteva). Nije pronadena statisticki znacajna veza medu
fizioloskim ili patoloskim diSnim zvukovima i pojedinih skupina bolesti u ovom istrazivanju.
Anglosaksonska veterinarska literatura ne prepoznaje razliku medu hropaca i krepitacija, te se
navodi i problematika opisivanja i prepoznavanja fizioloskih i patoloskih zvukova nad plu¢ima
(ENGLAR, 2019b.). ROUDEBUSH i RYAN (1989.) u svom istrazivanju navode nejasnost i
nekonzistentnost u definiranju diSnih Sumova, te su tada primijetili i po 12 raznih opisivanih
zvukova koji bi po svojim karakteristikama odgovarali onome $to se u hrvatskoj literaturi
opisuje kao hropac ili krepitacija. Do danas ostaje potreba da se standardiziraju di$ni Sumovi u
veterinarskoj medicini, §to bi omogucilo lakSu komunikaciju medu klini¢arima i1 ustanovama,
te lakSe sakupljanje podataka za znanstvene radove (ENGLAR, 2019b.). U ovom su
istrazivanju zvizduci zabiljeZeni u dva psa, jednog s gnojnom bronhopneumonijom te jednog
iz kontrolne skupine (s brahicefalicnim sindromom opstrukcije disnih puteva). Nije pronadena
statistiCcki znacajna veza medu fizioloskim ili patoloSkim diSnim zvukovima i pojedinih

skupina bolesti u ovom istrazivanju.

Sum nad desnom stranom srca povezuje se s degeneracijom trikuspisnih zalistaka i

posljedicnom regurgitacijom, ventrikulskim septalnim defektom ili pak s pluénom
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hipertenzijom (OHAD i sur., 2013.). Plu¢na hipertenzija heterogena je skupina bolesti u kojih
dolazi do povecanja otpora unutar pluéne vaskulature. Bolesti koje dovode do ovog stanja
variraju od bolesti lijeve strane srca (poput miksomatozne bolesti mitralnih zalistaka ili bolesti
miokarda), preko tromboembolijskih bolesti i dirofilarijaze sve do plu¢ne hipertenzije zbog
bolesti plu¢a (KELLIHAN i STEPIEN, 2010.). Bolesti plu¢a svakako su jedan od ¢estih uzroka
plu¢ne hipertenzije, pa se ovisno o istrazivanjima, njihova ucestalost kre¢e od 23 do 50 %
ukupnih bolesti u populaciji pasa koji boluju od pluéne hipertenzije (KELLIHAN i STEPIEN,
2010.). Nacelno, bilo koja bolest plu¢a zbog koje nastaju podrucja alveolarne hipoksije moze
uzrokovati hipoksijsku vazokonstrikciju pluénih zila. To za posljedicu ima povecanje pluénog
vaskularnog otpora, §to dovodi do pluéne hipertenzije. U ovom je istrazivanju desnostrani
sistolicki sr¢ani Sum detektiran u dva psa, od kojih je jedan bolovao od gnojnog rinitisa, a drugi

od kroni¢nog bronhitisa.

Laboratorijske pretrage krvi provodene su Cesto u pasa u ovom istrazivanju pa je tako
hemogram raden u svih pasa, a koncentracija CRP-a u gotovo % pasa. U ljudi, tumori pluca
pripadaju medu naj¢eS¢e maligne bolesti s rastu¢éim morbiditetom i mortalitetom. Visoki
preoperativni hematokrit bio je povoljan faktor za prezivljenje, dok su pacijenti s niskim
hematokritom imali kra¢e vrijeme prezivljenja u odnosu na one s visokim hematokritom u
jednom istrazivanju tumora plu¢a u ljudi (ZHANG 1 sur., 2018.). Anemija, leukocitoza, i
trombocitoza u ljudi Cesto se povezuju sa solidnim tumorima poput tumora pluca
(SHOENFELD i sur., 1986.). Istrazivanja u ljudi prijavljuju incidenciju anemije 50 — 60 % u
pacijenata s tumorima pluca, te se predlaze teorija anemije kroni¢ne bolesti kao uzroka
(LANGER isur., 2002.). lako je anemija povezana sa skra¢enim vremenom prezivljenja u pasa
s limfomom (MILLER i sur., 2009.), rijetki radovi upucuju i na povezanost plu¢nih tumora sa
sekundarnom imunosno posredovanom anemijom (YUKI i NAITOH, 2019.). Ni jedan pas u
ovom istrazivanju nije imao znakove koji bi odgovarali imunosno posredovanoj hemoliti¢koj
anemiji (SWANN i sur., 2019.), a samo su dva psa iz skupine neoplasti¢nih bolesti imala
hematokrit nizi od 37 %, §to bi bilo kompatibilno s anemijom (ETTINGER i sur., 2024.). Jedan
od tih dvaju pasa bolovao je od metastaza po plu¢ima, najvjerojatnije podrijetlom od
hemangiosarkoma slezene, dok je drugi imao primarni tumor pluéa nepoznata podrijetla.
Hemangiosarkom slezene jest neoplazma koja se u pasa ¢esto povezuje s anemijom, a moze
nastati zbog rupture i krvarenja tumora, diseminirane intravaskularne koagulopatije ili
mikroangiopatske hemolize (HAMMOND i PESILLO-CROSBY, 2008.). U kontekstu humane
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medicine, anemija se povezuje i S Ve¢om stopom ponovne pojave tumora, $to potencijalno
odrazava agresivnije tumore ili vecu koliCinu tumorskog tkiva (BRIZEL 1 sur., 1999.).
Leukocitoza i trombocitoza koje se u ljudi povezuju s tumorima plu¢a (SHONFELD i sur,.
1986.), te paraneoplasticna leukocitoza opisana u macaka s karcinomom plocastog epitela
(DOLE 1 sur., 2004.) nisu zabiljezeni u ovom istrazivanju. C-reaktivni protein jest protein
akutne faze upale koji je vazan ¢imbenik urodene imunosti i, osim $to je vazan biomarker upale
u ljudi (RIZO-TELLEZ i sur., 2023.) i pasa, dokazano je da povecana koncentracija CRP-a
moze upuéivati i na traumatske ili neoplastiche procese (MALIN i WITKOWSKA-
PILASZEWICZ, 2022.). Pretpostavlja se da rast koncentracije CRP-a u pacijenata (ljudskih i
zivotinjskih) s tumorskim bolestima ne nastaje izravno zbog djelovanja samog tumora, veé
zbog sekundarne upale koju tumori proizvode. lako je u pasa niz raznih tumora do sada povezan
s porastom koncentracije CRP-a, hematopoetski tumori najces¢e uzrokuju znatan rast. Osim
toga, diseminirani se tumori ¢eS¢e povezuju s visokim porastom CRP-a, dok solidni tumori
rjede dovode do povecanja njegove koncentracije (NAKAMURA i sur., 2008.). Dok se u pasa
tumori pluca standardno ne povezuju s povecanjem koncentracije CRP-a, u ljudi s tumorima
pluéa njegova povecana koncentracija korelira s velicinom tumora, loSijom prognozom i
metastazama (HART i sur., 2020). U ovom su istraZivanju najvise pojedina¢ne vrijednosti CRP
imali pas s kona¢nom dijagnozom histiocitnog sarkoma u plu¢ima (239,2), te pas sa solitarnom
masom u plu¢ima (168,4). Zanimljivo je da skupina s upalnim bolestima u ovom istrazivanju
nije imala statisticki relevantno vise razine CRP-a. To se moze objasniti i heterogenim
dijagnozama koje ulaze u glavne skupine, pa tako u skupinu upalnih bolesti, osim bolesti koje
se klasi¢no povezuju sa znacajnim porastom CRP-a (poput eozinofilne bronhopneumopatije ili
pneumonije) veéinu pacijenata u toj skupini ¢ine i psi s kroni¢nim bronhitisom, bolesti kod
koje kroni¢na i blaga upala ne dovodi do porasta CRP-a (MALIN i WITKOWSKA-
PILASZEWICZ, 2022.).

Pretrage na parazite povezane s respiratornim invazijama u pasa ukljucivale su
seroloske pretrage na sr¢anog crva (D. immitis), brzi antigenski test na plu¢nog crva (A.
vasorum) te koprolosku pretragu na jajasca A. vasorum i C. vulpis. Navedenim testovima nije
otkrivena prisutnost parazita koji se povezuju s respiratornim invazijama, ali je koproloSkom
pretragom ustanovljena prisutnost crijevnog parazita Giardia duodenalis u dva psa, dok je 4Dx
testom u pet pasa otkrivena prisutnost protutijela na mikroorganizme roda Anaplasma. Jedan

od pasa, s konacnom dijagnozom kolapsa bronha, imao je istodobno gijardijazu i pozitivan
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4DX test na mikroorganizme roda Anaplasma. Invazija pasa crijevnim parazitom Giardia
duodenalis je Cesta, a uloga ovih bi¢asa u nastanku raznih klini¢kih znakova povezanih s
probavnim sustavom, uglavnom kroniénim proljevom, dobro je poznata. U istraZivanju SMIT
i suradnika (2023.) zabiljezeni su kroni¢ni znakovi poput proljeva, smanjenog apetita,
povracanja, gubitka tjelesne mase i prisutnosti sluzi u izmetu, ali znakovi u diSnom sustavu do
sada u pasa nisu zabiljezeni. Giardia lamblia Cest je gastrointestinalni parazit ljudi, koji
odgovara G. duodenalis pasa, gdje takoder uzrokuje sli¢ne klinicke znakove, i iako su nedavna
istrazivanja dovela u pitanje vezu te invazije u ljudi i respiratornih alergija, za sada nisu
pronadeni uvjerljivi dokazi koji bi potvrdili tu teoriju (SOUZA 1 sur., 2012.). Pseca
anaplazmoza s druge strane ima potencijal ocitovati se i respiratornim znakovima. Pozitivan
4Dx test oznacava prisutnost protutijela na proteobakterije roda Anaplasma, koja u pasa moze
imati dva vazna patogena: A. phagocytophilum i A. platys. Prvi mikroorganizam uzrokuje psecu
granulocitnu anaplazmozu, emergentnu, potencijalno zoonotsku bolest koja se prenosi
krpeljima sa svjetskom distribucijom (CARRADE i sur., 2009.). Prisutnost ovog parazita i u
Hrvatskoj dobro je poznata, sa seroprevalencijom od ¢ak 6 % u populaciji naizgled zdravih
pasa i pasa iz sklonista (MRLJAK i sur., 2017.) te 0,3 % molekularnom metodom u populaciji
naizgled zdravih pasa (HUBER i sur., 2017.). Klini¢ki znakovi u pasa pojavljuju se u relativno
malog broja pasa ili pak imaju blag i samolimitirajuéi tijek bolesti obiljezen multisistemskim i
(najéesce) nespecificnim znakovima poput inapetencije, letargije, anoreksije, gubitka tjelesne
mase ili vrucice. Opisani su i znakovi U ostalim organskim sustavima poput misi¢no-kostanog,
probavnog, krvotvornog, ali i diSnog sustava. Opisani respiratorni znakovi ukljucivali su
dispneju, tahipneju i kasalj (EL HAMIANI KHATAT isur., 2021.). A. platys uzrokuje cikli¢nu
trombocitopeniju pasa i nacelno se ne povezuje s respiratornim znakovima, osim respiratornog
distresa u slucaju krvarenja u pluca ili prsnu Supljinu (ATIF i sur., 2021.). S obzirom na
relativno visoku seroprevalenciju u pasa bez klinickih znakova, za potvrdu dijagnoze potrebno
je detektirati rast titra parnih seruma ili potvrditi infekciju molekularnim metodama, a PCR
metoda smatra se pouzdanijom i utoliko $to detektira mikroorganizme i prije serokonverzije
(DINIZ i BREITSCHWERDT, 2012.). Ni jedan pas u ovom istrazivanju nakon PCR pretrage
krvi nije imao detektirane odsjecke nukleinske kiseline A. phagocytophilum ili A. platys, zbog
cega je najvjerojatnije objasnjenje pozitivnog 4Dx testa detekcija protutijela koja su prisutna

zbog prethodne infekcije, te da nemaju veze s respiratornim znakovima.
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Slikovna dijagnostika provedena je u vecéine pasa u ovom istrazivanju kako bi se doslo
do konacne dijagnoze. Rendgenska pretraga bila je provedena u gotovo svih pasa u ovom
istrazivanju 1 bila je (u kombinaciji s ostalim dijagnostickim testovima) dovoljna za
postavljanje konacne dijagnoze u 29 pasa, dok je u njih sedam bila potrebna napredna slikovna
dijagnostika u obliku CT-a. Nije pronadena statisticki znacajna veza izmedu prisutnosti
patoloskih promjena detektiranih slikovnom dijagnostikom i pojedinih skupina bolesti u ovom
istrazivanju. Napredak u ispravnoj dijagnostici bolesti koje zahvacaju disne puteve, plucni
parenhim 1 plu¢nu vaskulaturu svakako se u velikoj mjeri oslanja na CT (MASSEAU 1
REINERO, 2019.). lako postaje sve zastupljeniji u akademskim i privatnim veterinarskim
ustanovama diljem svijeta, i dalje se cCesto koristi kao sekundarna metoda nakon
rendgenografije prsne Supljine, koja se nameée kao obavezan prvi korak za dobivanje
minimalne baze podataka u pasa sa znakovima oboljenja donjih disnih puteva (ETTINGER i
sur., 2024.). U postavljanju inicijalne dijagnoze vecine bolesti diSnog sustava i pleuralnog
prostora rendgenografija pruza zadovoljavaju¢e podatke, no daje ogranicene informacije o
mogucem uzroku, o to¢noj lokaciji lezija u odnosu na okolna tkiva i za planiranje kirur§kog

zahvata (BOZTOK OZGERMEN i BUMIN, 2016.).

Traheobronhoskopija pomocu fleksibilnog endoskopa vazan je minimalnoinvazivan
korak u dijagnostici bolesti donjih diSnih puteva, koji omogucuje inspekciju sluznice dusnika
I bronha te uzimanje uzoraka (ETTINGER i sur., 2024). Provedena je u gotovo svih pasa u
ovom istrazivanju, a patoloSki nalaz sluznice u obliku zazarenosti ili prisutnosti promjene
konzistencije sluznice bili su zabiljeZeni u polovice pasa u ovom istrazivanju. lako je potrebna
dodatna oprema i obrazovanje te iskustvo kliniara, endoskopija se razvila u jednu od
najvaznijih dijagnostickih metoda za dijagnostiku respiratornih bolesti. U ovom istrazivanju
nije pronadena statisticki znacajna korelacija izmedu patoloskih promjena sluznice, prisutnosti
i koli¢ine sluzi, te prisutnosti traheomalacije ili bronhomalacije s kona¢nom dijagnozom.
Bronhoalveolarno ispiranje, bilo “slijepo” bilo bronhoskopsko, takoder je minimalnoinvazivna
tehnika koja omogucéuje dobivanje uzoraka za daljnje pretrage, 0sobito u slucaju difuznih
bolesti dignih puteva, pluénog intersticija ili alveola (SMIT i VUCKOVIC, 2024.). Uz ostale
dijagnosticke metode, BAL pomazZe u postavljanju konacne dijagnoze u dvije treine pasa
kojima se provodi (KAJIN 1 sur., 2018.). S druge strane, nalaz patoloskih promjena prilikom

citoloske pretrage bronhoalveolarnih ispiraka znacajno je korelirao sa skupinama pasa s
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neoplasti¢nim i upalnim bolestima u ovom istrazivanju. Znac¢ajna korelacija nije pronadena sa
skupinom s neupalnim i neneoplasti¢nim bolestima i1 kontrolnom skupinom.

Citoloska pretraga BAL ispiraka sluzi kao osnova postavljanja kona¢ne dijagnoze u 25
% slucajeva, a pomaze poduprijeti dijagnozu u do 50 % slucajeva (HAWKINS, 2020.).
Postavljanje kona¢ne dijagnoze moguce je u slucajevima kada su prisutni mikroorganizmi ili
maligno promijenjene stanice. Nalaz bakterija treba oprezno komentirati, no kultura BAL
ispirka u kombinaciji s citoloSkom pretragom moze povisiti osjetljivost postavljanja dijagnoze
infekcije, pogotovo s obzirom na to da traheobronhalno stablo pasa nije sterilno (PEETERS i
sur., 2000). Osim toga, citoloska pretraga BAL ispirka moze pomoc¢i u identifikaciji specificnih
mikroorganizama poput B.bronchiseptica, Mycoplasma spp., Mycobacterium spp., gljivica i
parazita (VALENCIANO i1 COWELL, 2014.). Pojedina istrazivanja navode da se nalazi
intracelularnih bakterija pri citoloSkoj pretrazi poklapaju do 74 % s mikrobioloskim dokazom
infekcije (JOHNSON 1 sur., 2013.). U ovom istrazivanju citologija BAL uzoraka nije
identificirala specificne mikroorganizme, osim kokoidnih bakterija u jednom uzorku psa s
gnojnom upalom i kona¢nom dijagnozom CIRDC-a te mikrobioloskim dokazom (no ne i
molekularnim) dokazom B. bronchyseptica. Osim kod upala, citologija BAL uzoraka moze
ispravnije detektirati prisutnost plu¢nog limfoma od radiografije, dok se karcinomi mogu
detektirati u 57 % slucajeva, a sarkomi jako rijetko (HAWKINS, 2020). Karcinomi ¢ine vise
od 80 % primarnih tumora pluca i ako zahvacaju bronhalno stablo, onda se ocekuje da ¢e se
odljustene stanice lako sakupiti u BAL, dok su metastatski tumori naj¢esée u intersticiju, pa
se ne ocekuje da ¢e BAL biti uspjesna metoda dobivanja neoplasti¢nih stanica (osim ako tumor
nije invadirao bronhalno stablo) (VALENCIANO i COWELL, 2014.). U ovom istrazivanju
citologija BAL uzoraka sluzila je za postavljanje konacne dijagnoze u samo jednog od sedam
pasa iz skupine s neoplastiénim bolestima, i to u psa s histiocitnim sarkomom pluca, gdje su
stanice specificne morfologije s kriterijima malignosti prepoznate kao maligno alterirani
histiociti. Mikrobioloska pretraga bronhoalveolarnih ispiraka podrazumijeva pretragu na
aerobne i (rjede) anaerobne bakterije, mikoplazme te gljivice. Pozitivan nalaz mikrobioloske
pretrage Cesto je nuzan u postavljanju konacne dijagnoze infekcije donjih disnih puteva, iako
se ponekad takva dijagnoza postavlja i u nedostatku kulture u pasa s kompatibilnim klinickim
i laboratorijskim nalazima, a vazno je i za napomenuti da se postavljanje dijagnoze infekcije
Cesto temelji isklju¢ivo na pozitivnom nalazu kulture, Sto dovodi do pretjeranog
dijagnosticiranja infekcija, s obzirom na to da di$ni putevi pasa nisu sterilni (ANGUS i sur.,

1997.). U ovom je istrazivanju bakterioloska pretraga na aerobne bakterije pomogla u
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postavljanju dijagnoze u vecini slucajeva, tako da je infekcija isklju¢ena (26/36 uzoraka), dok
je u 10 uzoraka nalaz bio pozitivan. NajéeSce je izdvojen uzro¢nik B. bronchyseptica, koji se
Cesto povezuje s respiratornim infekcijama pasa. Nije izdvojena niti jedna vrsta anaerobna
bakterija, a mikrobioloSka pretraga na mikoplazme nije provedena ni na jednom uzorku.
Kontaminacija, definirana kao rast kolonija samo na mediju za obogacivanje ili rast tri ili vise
kolonija, te nedostatak citoloske ili klinicke kompatibilnosti, detektirana je u 40 % pretrazenih
uzoraka. Navedeni podatci u skladu su s nedavno provedenim opseznim retrospektivnim
istrazivanjem mikrobioloske i citoloske pretrage BAL ispiraka pasa s bolestima donjih di$nih
puteva. Tamo je utvrdeno da je polovica pozitivnih kultura (N = 244) bila zbog kontaminacije,
a od 105 stvarno pozitivnih najc¢esée su izdvajane aerobne bakterije, te rjede mikobakterije i
anaerobni uzro¢nici (JOHNSON i sur., 2013.). U tom je istrazivanju viSe od polovice pozitivnih
anaerobnih kultura bilo detektirano u pasa s dokazom stranog tijela unutar donjih di$nih puteva.
U ovom istrazivanju ni jedan pas nije imao dokaz stranog tijela u donjim di$nih putevima, bilo
putem traheobronhoskopije bilo slikovnom dijagnostikom. Moguce je da klini¢ari zaduzeni za
odabir pretraga upravo zbog te Cinjenice nisu traZili pretragu na anaerobne bakterije. Osim
toga, izolacija anaerobnih bakterija zahtijeva posebne medije, podlozna je greSkama prilikom
rukovanja (izlaganje kisiku) 1 Cesto se dogada da aerobne kulture prerastu anaerobne
(JOHNSON i sur., 2013.). Mikoloska pretraga bronhoalvolarnih ispiraka provedena je ¢esto u
pasa u ovom istrazivanju, s negativnim rezultatom u gotovo svim uzorcima, dok je samo jedan
od 36 pretrazenih pokazao porast gljivica roda Aspergilus. U veterinarskoj medicini postoji
nedostatak istrazivanja na temu mikoloSke pretrage bronhoalveolarnih ispiraka, a starije
istrazivanje navodi da je ova metoda pomogla u detekciji vecine blastomikoze i histoplazmoze,
ali ne i kokcidioidiomikoze (HAWKINS i DENICOLA, 1990.). Aspergiloza u pasa ima dva
opisana oblika: aspergiloza gornjih di$nih puteva i diseminirana aspergiloza (BARRS i DEAR,
2021.). Aspergiloza gornjih diSnih puteva dijeli se na manje neivazivnu sinonazalnu, te
agresivniju sinoorbitalnu. Diseminirana invazivna aspergiloza pasa rijetka je bolest koja
nastaje inhalacijom spora u plu¢a i njihovom diseminacijom po ostatku organizma s
posljediénim viSeorganskim znakovima, od kojih predominiraju sistemski znakovi poput
letargije, Sepanja, anoreksije i kaheksije, povracanja i proljeva, a rjede i respiratornih znakova
(BARRS i DEAR, 2021.; LIM i sur., 2022.). Psi kojima su prethodno dobivali glukokortikoide
i psi pasmine njemacki ov¢ar prezastupljeni su u ovoj bolesti (LIM i sur., 2022.). Porast gljivica
roda Aspergilus pronadenih u uzorku BAL jednog psa u ovom istrazivanju s kona¢nom

dijagnozom eozinofilne bronhopneumopatije tumaci se kao kontaminacija. Taj pacijent nije
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imao znakove zahvacéenosti viSe organa, a nacional, anamneza, podaci klinickog pregleda i
nalaz velikog broja eozinofila u BAL ispirku s negativnom bakterioloSkom pretragom 1
negativnim parazitoloskim pretragama, kao i dobar odgovor na imunosupresivnu terapiju,
pomogli su u postavljanju dijagnoze eozinofilne bronhopneumopatije, zbog ¢ega je mogucnost

diseminirane aspergiloze kod njega smatrana nezna¢ajnom.

Molekularna pretraga provedena je u svih 37 uzoraka bronhoalveolarnog ispirka u
ovom istrazivanju. Samo je u jednom uzorku dokazana prisutnost B. bronchiseptica, i to u psa
s konacnom dijagnozom CIRDC-a, gdje je ve¢ prethodno ista bakterija izolirana i
bakterioloskom pretragom. Zanimljivo, u ostala tri psa, U kojih je bakterioloSkom pretragom
dokazana B. bronchiseptica PCR metodom nije naden dokaz nukleinske kiseline tog uzro¢nika.
B. bronchiseptica je gram-negativna, aerobna, kokobacilarna bakterija koja je prilagodena na
kolonizaciju diSnog epitela pasa i jedan je od naj¢e$¢ih mikroorganizama upletenih u CIRDC,
s PCR detekcijom 15 % svih briseva spojnica i zdrijela (MICHAEL i sur., 2021.). Od Cetiri psa
u ovom istrazivanju, s pozitivnom bakterioloSkom pretragom na ovog uzrocnika, tri su psa
imala kona¢nu dijagnozu CIRDC-a, a jedan gnojne bronhopneumonije. lako bordetela moze
biti prisutna u gornjim di$nim putevima zdravih pasa, njezina izolacija iz donjih di$nih puteva
pasa s kompatibilnom klinickom slikom svakako ucvrS¢uje dijagnozu klinicki relevantne
infekcije (REAGAN i SYKES, 2020). lako su u posljednje vrijeme razvijeni PCR paneli za
dijagnostiku vise uzro¢nika upletenih u CIRDC (CPI1V, CAV-2, CDV, CRCoV, CHV, CIV, B.
bronchiseptica, i Mycoplasma spp.) lazno negativni rezultati ¢esti su zbog tranzijentnog ili
blagog izlu¢ivanja mikroorganizama, te zbog degradacije uzorka prilikom transporta u
laboratorij (RUCH-GALLIE i sur., 2016.). U ljudskom istrazivanju pacijenata s infekcijom B.
pertussis, osjetljivost PCR-a bila je malo vecéa od osjetljivosti bakterioloske pretrage (65 %
prema 58 %), ali je PCR bio negativan u 6 % slucajeva s pozitivnom bakterioloskom kulturom
nazofaringealnog brisa (LIND-BRANDBERG i sur., 1998.). CANONNE i suradnici (2016.)
takoder prijavljuju vecu osjetljivost PCR metode, koriste¢i qPCR metodu, infekcija B.
bronchiseptica detektirana je u svim pretrazenim uzorcima, dok je bakterijska kultura bila
pozitivna u tek malo viSe od pola pretrazenih uzoraka. S obzirom na to da su uzorci BAL
ispiraka u ovom istrazivanju bili zamrznuti i odmrznuti prije molekularne pretrage, moguce je
da se nukleinska kiselina degradirala §to je dovelo do vece stope lazno negativnih rezultata
PCR-a u odnosu na bakterioloSku pretragu. Zamrzavanje se ¢esto koristi za cuvanje uzoraka

prije raznih pretraga, pa tako i molekularne pretrage. Istrazivanja provedena na zamrznutim
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uzorcima riba za PCR detekciju Flavobacterium columnare (SUOMALAINEN i sur., 2006.),
kao 1 ljudsko istrazivanje gdje se molekularnom metodom dokazivala prisutnost nukleinske
kiseline Mycoplasma genitalium (CARLSEN i sur., 2010.), pokazala su da skladiStenje,
zamrzavanje 1 odmrzavanje mogu znacajno ostetiti stanice i unistiti nukleinske kiseline, te na
taj nac¢in smanjiti osjetljivost ove metode. S druge strane, u ovom je istrazivanju u 11/37
uzoraka dokazana prisutnost mikroorganizama roda Mycoplasma. Mikoplazme su najmanji
poznati jednostani¢ni mikroorganizmi, kojima nedostaje stani¢na stijenka. Njihova uloga u
respiratornim bolestima pasa do dan-danas nije u potpunosti razjas$njena, a mogu se izolirati iz
pluca i dusnika do 25 % zdravih pasa (REAGAN i SYKES, 2020.). M. cynos je jedina
mikoplazma koja se znafajno povezuje s bolestima diSnih puteva pasa, najcesce
pneumonijama, ali jo$ uvijek nije jasno je li ona primarni ili sekundarni patogen jer se, isto kao
i ostale mikoplazne, izdvaja i iz pluc¢a zdravih pasa (CHANDLER i LAPPIN, 2022.). U ovom
istrazivanju PCR metodom nisu dokazane nukleinske kiseline M. cynos, zbog ¢ega se nalaz
nukleinskih kiselina roda Mycoplasma smatra nalazom upitnog klinickog znac¢enja. JOHNSON
i suradnica (2013.) objasnjavaju Cesti nalaz mikoplazma prilikom mikrobioloske pretrage BAL
ispiraka u njihovoj populaciji pasa Cestoj upotrebi beta-laktamskih antibiotika, Koji
selekcioniraju rast mikoplazma u odnosu na bakterije. U naSem je istraZivanju zabiljeZeno da
je ¢ak 16/37 pasa bilo terapirano antibioticima prije dijagnostike, a samo dva psa lijeCena
antibioticima imala su pozitivan nalaz PCR-a na mikobakterije, ali ne i M. cynos, te nije

ustanovljena statisticki znacajna razlika medu tim varijablama.

6.2. PROTEOMSKA ANALIZA

Stalna potraga za inovativnim tehnologijama u biomedicinskim istraZzivanjima vodi ka
poboljsanoj dijagnostici bolesti, otkrivanju novih lijekova i terapijskih intervencija, sve s
ciljem unapredenja zdravlja zivotinja i ljudi. U tom kontekstu, proteomika temeljena na
spektrometriji masa pruza holisticki pristup istrazivanju bioloSke funkcije stanica i tkiva.

Ovo istrazivanje obuhvatilo je proteomsku karakterizaciju seruma, bronhoalveolarnog ispirka

i sline pasa s boles¢u donjih disnih puteva i bez bolesti donjih disnih puteva.
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6.2.1. PROTEOMSKA ANALIZA SERUMA ISTRAZIVANIH PASA

Serum je jedan od najvrjednijih, lako dostupnih bioloskih uzoraka koji se jednostavno
uzorkuje, a sadrzava stotine proteina. Proteini u serum dolaze normalnim stani¢nim i tkivnim
procesima ili pak s druge strane, oSteCenjem stanica. Stoga, prisutnost ili promjena u
izrazajnosti proteina moze upucivati na pocetak i napredovanje vecine bolesnih stanja,
pogotovo za tkiva koja nisu unutar krvno-tkivne barijere (WEN i sur., 2018.). Navedeno serum
¢ini odli¢nim potencijalnim izvorom biomarkera bolesti. S druge strane, sustavna analiza
proteoma seruma iznimno je izazovna zbog svoje sloZenosti, ali i zbog prili¢no Sirokog
dinamickog raspona koncentracija proteina koji obuhvaca vise od deset redova veliCina, te
velike fizioloske varijacije medu uzorcima. Proteomom seruma takoder dominira mali broj
proteina visoke zastupljenosti, kao §to su albumin i imunoglobulini, koji zajedno €ine vise od

80 % ukupnih proteina seruma (SIMONIJIL, 2023.).

U ovom su istraZivanju u serumu pasa sa 1 bez bolesti donjih diSnih puteva
identificirano je 10 proteina s najmanje dva jedinstvena peptida u vise od 50% uzoraka po
grupi, koji su se statisticki znacajno razlikovali medu skupinama. Mali broj istrazivanja
istrazivanja analizirao je proteom seruma zdravih pasa ili pasa u fizioloSkom stanja poput
gravidnosti, gdje su utvrdena 32 proteina u zdravih pasa proteomikom temeljenom tehnikom
na gelu (dok tehnike bez gela poput TMT omoguéuju cjelovitu analizu proteoma)
(ATHERTON i sur., 2013a.), a ¢ak 250 proteina u gravidnih kuja (VALDES 1 sur., 2019.). S
druge strane, proteom seruma psa opisan je i kod brojnih patoloskih stanja, poput dilatativne
kardiomiopatije (BILIC i sur., 2018b.), degenerativne bolesti sréanih zalistaka (KULES i sur.,
2020.), osteoartritisa (GHARBI i sur., 2013.), babezioze (KULES i sur., 2014.), erlihioze
(ESCRIBANO i sur., 2017.), liSmanioze (FRANCO-MARTINEZ i sur., 2020a.),
hemangiosarkoma (KIRBY i sur.,, 2011.), multicentricnog limfoma visokog stupnja
(ATHERTON i sur., 2013b.), osteosarkoma (BRADY i sur., 2018.) i tumora mlije¢ne zlijezde
(FRANCO-MARTINEZ i sur., 2020b.).

Do sada nije provedena analiza proteoma seruma pasa s bolestima donjih diSnih puteva,
pa ovo istrazivanje predstavlja prvi takav opis. Vecina detektiranih proteina seruma odnosila
se na procese primarne ili sekundarne hemostaze, te u manjoj mjeri i uz sustav aktivacije

komplementa.
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Hemostaza i sustav komplementa dva su vazna povezana sustava, ¢ija je uloga obrana
domadina od ozljede i uzro¢nika bolesti. Osim sprec¢avanja krvarenja, sustav zgrusavanja moze
se smatrati i djelom urodenog imunosnog sustava, s obzirom na to da njegova aktivacija
sudjeluje u sprje¢avanju invazije mikroorganizama. Budu¢i da potjecu od zajednickog pretka,
Cesto su se predlagale interakcije izmedu tih dviju kaskada, ali precizni molekularni putevi ove

medusobne komunikacije ostali Su do danas nepotpuno razjasnjeni (AMARA i sur., 2009.).

Protrombin je ekstracelularni protein koji ima vaznu ulogu u procesu zgrusnjavanja
krvi, a njegov se deficit opisuje u pacijenata s nedostatkom vitamina K ili teskih bolesti jetre u
ljudi, te postoje rijetki zapisi o pacijentima koji takav poremecaj razvijaju kao posljedicu
kemoterapije. Postoji 1 prikaz slucaja Zene oboljele od limfoma koja je razvila
hipoprotrombinemiju (LEE i sur., 2001.). Abnormalnosti sustava zgru$njavanja dobro su
dokumentirane u ljudskih pacijenata, a iako se ove bolesti ¢eS¢e ocituju tromboemolijskim
stanjima, hemoragijske su bolesti takoder opisane (NAND i sur., 1987.). S obzirom nato da je
deficit protrombina rijetko opisivan u pacijenata s neoplazmama, ovaj bi se protein takoder
mogao dalje istraziti da se bolje opiSe njegova uloga u karcinogenezi i potencijalno koristi kao
serumski bioloski biljeg ove skupine bolesti. Deficit protrombina u ljudi opisuje se u sklopu
sindrom lupus antikoagulans — hipoprotrombinemije (LAHPS), rijetke upalne bolesti, kod koje
dolazi do stvaranja protutijela na protrombin, posljedi¢no, s njegovom smanjenom
koncentracijom, ali se osim toga rijetko dovodi u vezu s upalnim stanjima, osobito donjih
di$nih puteva (OMER i sur., 2022.). U nasem istrazivanju relativna zastupljenost protrombina
bila je manja u skupini s neoplasti¢nim bolestima i upalnim bolestima u odnosu na kontrolnu

skupinu.

Beta-2-glikoprotein 1 topljivi je protein plazme koji regulira komplement i
zgrusnjavanje, a u ljudi je vazan zbog toga $to sadrzava antigene na koje se stvaraju
autoprotutijela u pacijenata s autoimunosnim antifosfolipidnim sindromom, vaznim u
kontekstu stvaranja tromba, te u opstetrickih bolesti, gdje dovodi do rekurentnih pobacaja
(MCDONNELL i sur., 2020.). Sve uloge ovog proteina, iako je poznata njegova uloga u
regulaciji zgrusnjavanja i komplementa u oba smjera (aktivacija i inaktivacija), nisu u
potpunosti razja$njene u ljudi, a nedavna istrazivanja impliciraju i njegovu ulogu u ishemiji
miokarda, placenti u fizioloSkih i kompromitiranih trudnoca, ishemijske ozljede mozga,
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degeneraciji retine te gram-negativnoj septikemiji (MCDONNELL i sur., 2020.). U pasa se
protutijela na ovaj protein impliciraju u imunosno-posredovanu trombocitopeniju, no osim toga
nedostaje istrazivanja uloge ovog proteina u bolesti pasa, 0S0bito onih koje zahvacéaju diSne
puteve (CHEN 1 sur., 2016.). Njegova zastupljenost bila je niza u pasa s upalnim bolestima i
tumorskim bolestima u odnosu na neupalne/neneoplasticne bolesti, odrazavajuci vjerojatno
njegovu ulogu u sustavu komplementa i zgru$njavanja koji se povezuju sa procesima upale i
karcinogeneze. Daljnja su istrazivanja potrebna kako bi se razjasnila toc¢nija uloga ovog

proteina u procesima bolesti.

Clan 1 obitelji serpina G jest ekstracelularan, visoko glikozilirani protein plazme, s
brojnim sinonimima (C1 inhibitor, Serpin G1, inhibitor komponente 1 komplementa), koji se
u ljudi povezuje s regulacijom kaskade komplementa tako da inhibira njegovu aktivaciju
(GENE CARDS, 2024). U ljudi se njegov deficit povezuje s nastankom angioedema, a osim
urodenog deficita ovog proteina, njegov steCeni deficit pojavljuje se u sklopu imunosno
posredovanih bolesti i karcinoma prostate, iako nedostaju istrazivanja o ulozi ovog proteina
kod ostalih neoplazmi ljudi i pasa (PENG i sur., 2018.). U nasem je istraZivanju relativna
zastupljenost ovog proteina bila veca u skupini s neoplastiénim bolestima u odnosu na
kontrolnu skupinu i upalnu skupinu, §to se ne poklapa s istrazivanjem PENG i suradnika
(2018), gdje je njegova ekspresija bila smanjena u pacijenata s karcinomom prostate, iako ti
autori navode da je nejasno je li aktivacija sustava komplementa putem Serpin G1 zasluzna za
ubijanje tumorskih stanica ili pak poti¢e karcinogenezu. Osim neposredne vaznosti 0vOQ
proteina kao biomarkera, on bi mogao posluziti za daljnja istrazivanja karcinogeneze tumora

donjih di$nih puteva pasa.

C-tip lektina jest proteinski receptor koji veZe razne ligande, s ulogom u urodenom
imunosnom odgovoru i, zanimljivo, u apoptozi. Apoptoza je homeostatska smrt stanice, pojava
koja je aktivna, regulirana i energijski Stedna, s ciljem eradiciranja starih ili oboljelih stanica,
s minimalnim posljedicama za organizam (CAMBI i FIGDOR, 2009.). Uloga C-tip lektinskih
receptora opisana je u nizu tumora u ljudi, sudjeluju u glikozilaciji tumorskih stanica,
izbjegavanju imunosti (opisano kod raka debelog crijeva), promoviraju metastaziranje i
diseminiranje tumorskih stanica, uredivanju tumorskog mikrookoliSa te infekciji tumora (LI,
2023.). U nedavnom su istrazivanju ETEMAD i suradnici (2023.) dokazali da je koncentracija
C-tip lektinskog receptora 2 bila manja u pacijenata s kolorektalnim karcinomom, tumorom

135



mlije¢ne Zlijezde i melanomom, dok je u pacijenata s glioblastomom bila veca, te postavljaju
hipotezu da je manja koncentracija u ve¢ine tumora povezana s internalizacijom ovih receptora
aktiviranim trombocitima. U naSem istrazivanju, ¢lan 1 obitelji lektina 3 tip C imao je znacajno
nizu zastupljenost u skupini s neoplasti¢nim bolestima i u skupini s neupalnim/neneoplasti¢nim
bolestima u ondosu na kontrolnu skupinu. Ovaj protein mogao bi posluziti za daljnja

istrazivanja biomarkera tumorskih oboljenja donjih diSnih puteva u pasa.

Teski lanac 3 inter-alfa inhibitora tripsina jest protein iz skupine proteina koji se
nazivaju inhibitorima inter-alfa-tripsina, molekule koje su u evolucijskom pogledu jako stare i
evoluirale su kroz nekoliko stotina milijuna godina evolucije kraljeZznjaka, s nepotpuno
razjaSnjenom ulogom, uglavnom u regulaciji stani¢nih procesa, kontroli aktivacije neutrofila,
inhibiciji komplementa i hijaluronidaza, a u stanicama pluca s ulogom u cijeljenju rana (LORD
i sur., 2020.). U patoloskom smislu, u ljudi se implicira njihova uloga u bolesti poput astme,
ali stanja poput sepse, ozljede srediSnjeg ziv€anog sustava, artritisa i raznih tumora (LORD 1
sur., 2020.). Teski lanac 3 inter-alfa inhibitora tripsina u ljudi se spominje i kao potencijalan
biomarker aktivnosti bolesti u pacijenata s mijastenijom gravis (SCHROETER i sur., 2024.),
dok se teski lanac 4 inter-alfa inhibitora tripsina koristi kao biomarker septikemije (MA i sur.,
2021.) i upalne bolesti crijeva (WEN i sur., 2022.). U naSem je istrazivanju zastupljenost ovog
proteina bila manja u skupini s upalnim bolestima, kao i u skupini s neupalnim/neneoplasi¢nim
bolestima u odnosu na kontrolnu skupinu, $to se ne podudara s istrazivanjem o teSkom lancu 4
inter-alfa inhibitora tripsina, ¢ija ekspresija raste kod upalnih stanja, vjerojatno zbog njegove
uloge u akutnoj fazi upale gdje sudjeluje u proliferaciji i upalnih migriranju stanica (MA i sur.,
2021.). S obzirom na nedostatak istrazivanja o ulozi teSkog lanca 3 inter-alfa inhibitora tripsina
u humanoj i veterinarskom medicini, tesko je donijeti zaklju¢ke o njegovoj ulozi u upalnom
odgovoru, te su potrebna daljnja istrazivanja koja bi potvrdila njegov potencijal kao negativnog

proteina akutne faze upale.

Apolipoprotein A-Il pripada proteinima koji se vezu na lipide kako bi tvorili
lipoproteine zbog ¢ega je njihova primarna uloga kao nosilac lipida, a u ljudi oni se sastoje od
22 ¢lana od kojih je jedan i apoliporportein A-Il1 (REN i sur., 2019.). U nasem je istrazivanju
relativna zastupljenost ovog proteina bila najmanja u skupini s neoplasti¢énim bolestima, iako
je 1 kod skupine sa upalnim bolestima bila niza u odnosu na kontrolnu. U ljudi je redukcija

serumske razine APOA1 vazan negativni faktor za predvidanje pojave metastaza i nepovoljne
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prognoze u pacijenata s tumorima pluca, nazofarinksa, ovarija, kolona, prostate, bubrega te u
limfoma (REN i sur., 2019.). KSHIRO i suradnici (2024.) istrazili su ulogu apoliporpoteina A-
IT kao biomarkera za ranu detekciju tumora gusterace, te isticu vecu osjetljivost od do tada
koriStenog biomarkera. Zastupljenost ovog proteina bila je, zanimljivo, manja i u pasa iz
skupine upalne bolesti u odnosu na kontrolnu u naSem istrazivanju. S obzirom na poznata
istrazivanja uloge apolipoproteina A-I u tumorima plu¢a, te novija istrazivanja 0 ulozi
apolipoproteina A-11 u tim bolestima, ovaj bi se protein potencijalno mogao koristiti i za daljnja
istrazivanja kao potencijalan biomarker tumorskih bolesti plu¢a u pasa, a mozda i upalnih
bolesti donjih di$nih puteva pasa. Uloga apolipoproteina A-II nije u potpunosti razjasnjena kod
upalnih bolesti ljudi, ali se apolipoprotein E i A-I, koji se eksprimiraju na stanicama pluca,
uplecu u patogenezu brojnih bolesti poput astme, pluéne fibroze, pluéne hipertenzije i tumora
pluc¢a (YAO 1 sur., 2016.), pa ¢e se buduca istrazivanja potencijalno osvrnuti i na ulogu ovog

proteina u upalnim u tumorskim bolestima donjih di$nih puteva pasa.

Protein nalik na Ig jest lanac aminokiselina identificiranih u velikom broju proteina s
vrlo razli¢itim bioloskim funkcijama, a nalaze se u kraljeznjaka, beskraljeznjaka, biljaka,
gljiva, parazita, bakterija i virusa (HUTTENER i sur., 2022.) te je trenuta¢no nejasno na koji
bi se nacin mogli iskoristiti u daljnjim istrazivanjima. U naSem Su istrazivanju identificirana

cak tri ovakva razlicita proteina sa statisticki znacajnim razlikama medu skupinama bolesti.

Protein AMBP, poznat pod nazivom prekursor alfa-1-mikroglobulina/bikunina, jest
glikoprotein koji se u fizioloSkim uvjetima visoko eksprimira u jetri ljudi, a moZze se detektirati
u plazmi i urinu. On je prekursor koji se proteoliticki cijepa u dva razlicita funkcionalna
proteina: a-1-mikroglobulin, koji pripada transportnoj natporodica lipokalina i ima ulogu u
regulaciji upalnih procesa; i bikunin, koji je urinarni inhibitor tripsina koji pripada nadobitelji
inhibitora proteaze tipa Kunitz i ima vaznu ulogu u mnogim fizioloskim i patoloskim
procesima, kao $to je modulacija rasta stanica, blokiranje stanicnog unosa kalcija i sudjelovanje
u upali. Nedavno je prijavljena povezanost izmedu proteina AMBP i bikunina i malignih
tumora u ljudi, poput tumora mlije¢ne zlijezde, karcinoma bubrega i karcinoma plo¢astog
epitela usne Supljine (SEKIKAWA isur., 2018.), dok se u pasa predlaze kao biomarker ozljede
bubrega (NABOULSI i sur., 2024). Ovaj je protein imao zna¢ajno niZu zastupljenost u skupini
s upalnim bolestima u odnosu na kontrolnu skupinu i skupinu s neoplasticnim bolestima u

nasem istrazivanju. Kako je ranije navedeno, ovaj protein ima ulogu u regulaciji upalnih
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procesa te ne zacuduje nalaz ovog istrazivanja koji govori da bi upravo on mogao sluziti kao

moguci biomarker upalnih procesa donjih disnih puteva pasa.

6.2.2. PROTEOMSKA ANALIZA BRONHOALVEOLARNIH ISPIRAKA
ISTRAZIVANIH PASA

Bronhoalveolarni ispirci vazan su medij za istraZivanje patologije 1 fiziologije donjih
di$nih puteva, dominantno pluc¢a, zbog bogatog repertoara proteina koji se iz njih mogu
identificirati, a specifi¢ni su za plu¢a (WEISE 1 sur., 2023). Ispirak sadrZzava razne stani¢ne
elemente: rezidencijalne stanice pluca kao i upalne ili neoplasti¢ne stanice u procesima bolesti,
zatim proteine koji tamo dolaze sekrecijom, nukleinske kiseline domacina i mikroorganizama,
Sto je omogucilo brojna istrazivanja koja su opisala specifi¢na patoloska stanja i identificirala
biomarkere bolesti (TIRONE i sur., 2021.; WEISE i sur., 2023.). S druge strane, njegova
inherentna kemijska slozenost donosi brojne izazove u proteomici bronhoalveolarnih ispiraka:
prisutnost mnogih proteina koji potjecu iz plazme s velikom zastupljenos¢u (npr. albumin,
transferin, itd.) koji mogu potisnuti detekciju manjih koli¢ina proteina dobivenih BAL, zatim
potencijal za interferiraju¢e molekule koje se nalaze u sluzi i/ili lipidnim surfaktantima, kao i
visok sadrzaj soli iz fizioloSke otopine koja se koristi u kolekciji BAL, a svi oni opéenito nisu
kompatibilni s proteomskim sustavima temeljenim na nanoskalnom LC-MS/MS, razrjedivanje
molekula izvedenih iz tkiva zbog velikih koli¢ina fizioloSke otopine koja se ponekad koristi za
prikupljanje uzoraka i ogranicavanje koli¢ine sakupljenog proteinskog materijala, ovisno o
subjektu (npr. male pasmine pasa ili macke u odnosu na velike pse) samo su neka od
ograni¢enja s kojima za znanstvenici suocavaju pri radu s ovim medijem (BOWLER i sur.,
2017.). U ovom je istrazivanju identificirano 17 proteina koji su imali statisticki znacajno
razli¢itu zastupljenost medu skupinama, te na taj nacin nadodaje znanje na prethodno
provedena proteomska istrazivanja provedena na bronhoalveolarnim ispircima pasa s plu¢nom
fibrozom, kroni¢nim bronhitisom i zdravim psima (LILJA-MAULA i sur., 2013.; MAHER i
sur., 2022.).
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Analiza bioloskih puteva povezanih s proteomom bronhoalveolarnog ispirka psa
pokazala je da je vecina identificiranih proteina povezana s regulacijom urodenog imunosnog

sustava, primarnom i sekundarnom hemostazom i metabolickim putevima ugljikohidrata.

Beta nalik na rezistin bio je jedini protein ¢ija je zastupljenost bila statisticki znacajno
manja u pasa s tumorskim bolestima donjih diSnih puteva u odnosu na kontrolnu skupinu. Ovaj
protein pripada u skupinu nedavno identificiranih proteina koji se nazivaju molekulama nalik
narezistin, ¢ija se uloga u ljudi povezuje s upalnim, infektivnim i metabolickim poremecajima,
kao i progresijom tumorskih procesa, osobito tumora plu¢a (HU i sur., 2017.). Osim toga,
njegova uloga u reguliranju funkcije epitela u ljudi s astmom, pluénom hipertenzijom i
fibrozom/remodeliranjem pluca takoder je opisana (DEB i sur., 2021.; SHI i sur., 2023.).
Daljnja istrazivanja trebaju se usmjeriti na dobivanje kohezivnije slike ove molekule i njezino
moguce koriStenje kao biomarker neoplasticnih bolesti donjeg diSnog sustava iz

bronhoalveolarnih ispiraka.

Sedam proteina sa statisticki razli¢itom zastupljenosc¢u identificirano je izmedu skupina
s upalnim bolestima i kontrolne skupine, gdje je zastupljenost glukoza-6-fosfat-1-
dehidrogenaze, fruktoza-bisfosfat-aldolaze, faktora maturacije glije i poli(rc) vezujuéeg
proteina 1 bila ve¢a u pasa s upalnim bolestima u odnosu na kontrolnu skupinu, dok je
zastupljenost antitrombina-I11, serotransferina i alfa-2-HS-glikoproteina bila manja. Glukoza-
6-fosfat-1-dehidrogenaza jest enzim ukljuéen u reguliranje redoks-reakcija unutar stanica i kao
antioksidans, a inhibicija ove molekule pokazala je atenuacijski u¢inak u misjem modelu
akutne ozljede pluéa (NADEEM i sur., 2018.). Ljudi s urodenim deficitom ovog enzima
predisponirani su na autoimunosne bolesti i infekcije s mogu¢om ulogom ovog proteina u
stvaranju proupalnog stanja, najvjerojatnije putem oksidacijskog stresa (ISRAEL i sur., 2023.).
Fruktoza-bifosfat-aldolaza jest ubikvitarni citosolni enzim koji sudjeluje u procesu glikolize, a
nedavna istrazivanja dokazuju i mnostvo drugih, neglikolitickih funkcija unutar i van stanice,
od kojih su vazna za napomenuti imunogena svojstva. Uloga ovog proteina istrazuje se i
povezuje s karcinomom plocastog epitela pluca ljudi (DU 1 sur., 2014.) 1 spreCavanjem plu¢ne
fibroze (DIAS i sur., 2019.). Nedavno istrazivanje upucuje i na ulogu ovog proteina u
prezivljavanju i umnazanju patogena (ZIVERI i sur., 2017.). Faktor maturacije glije jest protein
koji se uglavnom nalazi u srediSnjem ziv€anom sustavu, 0SObito astrocitima, s mogu¢om

proupalnom ulogom, a dokazano je na modelu ishemijske ozljede mozga da ovaj protein ima i
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izravan proupalni uc¢inak i dovodi do oste¢enja plué¢ne mikrovaskulature (XU i sur., 2018.). S
druge strane, niska ekspresija ovog proteina povezana je s nizom stopom prezivljenja u ljudi s
tumorima plu¢a (TANG i sur., 2022.). Poli(rc) vezujuci protein 1 pripada u podskupinu
heterogenih ribonuklearnih proteina te interaktira s RNK i proteinima, regulirajuci na taj nacin
ekspresiju gena na viSe razina, a njegova je uloga za sada opisana i u supresiji tumora, medu
kojima je opisano i da inhibira nastanak adenokarcinoma plu¢a (ZHENG i sur., 2022.). Uloga
ovog proteina povezuje se i s rastom stanica te modulacijom neurorotektivnih i upalnih
¢imbenika, snizavaju¢i razinu interleukina 6 (proupalnog ¢imbenika), a povisujuéi razinu
interleukina 10 (protuupalnog ¢imbenika) (MA i sur., 2024.). Depozicija fibrina unutar alveola
jedno je od obiljezja pneumonije, a antitrombin-III, zajedno s drugim molekulama, sluzi za
spreCavanje zgru$njavanja i shodno tome ima i protuupalni ucinak, pa su CHOI i suradnici
(2008.) na Stakorskom modelu upale plu¢a dokazali da dodavanje antitrombina-III zna¢ajno
smanjuje procese zgru$njavanja vezane uz upalu plu¢a. Osim toga, razina serumske
koncentracije, kao i koncentracije u bronhoalveolarnim ispircima, antitrombina-Il1 bila je niza
nakon inhalacije dima, pogorSavajuci na taj nacin koagulopatiju povezanu sa sistemskim
upalnim odgovorom kod ovog stanja u ljudi (KOWAL-VERN i sur., 2020.). Serotransferin,
poznat i pod nazivom transferin, pripada u skupinu glikoproteina koji vezu Zeljezo, a imaju
antimikrobni ucinak, u¢inak na diferencijaciju i rast stanica, te su ukljuceni u citoprotektivne
procese. U plu¢ima se sintetiziraju u pluénom epitelu i stanicama submukoznih Zlijezda, a
uloga ovog proteina opisuje se u bronhoalveolarnom ispirku ljudi sa sarkoidozom, sistemskom
granulomatoznom upalom koja zahvaca i tkivo plu¢a, (SHIGEMURA 1 sur., 2010.), zatim
kroni¢nom opstruktivnom boles¢u pluca i sindromom akutnog respiratornog distresa ljudi
(STITES i sur,m 1995.). Alfa-2-HS-glikoprotein, poznat i pod nazivom fetuin A, jest protein
koji se dominantno proizvodi u jetri i oslobada u plazmu, a sudjeluje u spre¢avanju kalcifikacije
tkiva. Opisana je i njegova uloga u nastanku inzulinske rezistencije, kardiovaskularnim
bolestima i policisticnim jajnicima (VOELKL 1 sur., 2014.). Ovaj je protein izdvojen i iz
bronhoalveolarnih ispiraka zdravih ljudi (CHEN i sur., 2008.).

Protuupalni u¢inak fetuina A antagoniziranjem faktora nekroze tumora beta i alfa opisan je te
se smatra da ima vaznu ulogu u zastiti protiv letalnih sistemskih upala (CHEKOL ABEBE i
sur., 2022.). S obzirom na ulogu svih ovih proteina u modulaciji upalnih procesa, buduca su
istrazivanja potrebna da se razjasni uloga ovih proteina u patogenezi bolesti donjih diSnih
puteva pasa, a neke bi od njih mogle biti istrazene kao kandidati za biomarkere upalnih bolesti
donjih di$nih puteva u pasa.
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Devet je proteina sa statisticki razli¢itom zastupljeno$¢u otkriveno izmedu skupina s
neoplasti¢nim i upalnim bolestima u ovom istrazivanju. Fosfoglicerat-kinaza, piruvat-kinaza,
protrombin, protein toplinskog Soka 90-alfa klasa B ¢lan 1, protein toplinskog Soka 90-beta
¢lan 1, gliceraldehid-3-fosfat-dehidrogenaze, protein kontrole dijeljenja stanice 42 (homolog),
prednji gradijentni protein 2 ¢lan obitelji disulfid-izomeraza, heterogeni nuklearni
ribonukleoprotein imali su statisticki znacajno veéu zastupljenost u skupini pasa s upalnim
bolestima u odnosu na one s tumorskim bolestima donjih di$nih puteva. Fosfoglicerat-kinaza
jest esencijalni metabolicki enzim koji sudjeluje u generiranju adenozin-trifosfata tijekom
glikolize. No uloga ovog proteina opisuje se i u bioloSkim procesima poput reguliranja
angiogeneze i popravka DNK, a njegova amplifikacija povezuje se s onkogenim ucinkom, pa
se opisuje i u pojedinim tumorima pluca u ljudi (TIAN i sur., 2024.). Piruvat-kinaza jest enzim
koji je ukljucen u proces glikolize, a ima Cetiri izoenzima: jetreni, eritrocitni, miSi¢no/mozdani
(PKM1), te izoenzim koji se nalazi u vecini tkiva odraslih jedinki (PKM2), od kojih su
posljednja dva eksprimirana genom PKM, koji je detektiran u nasem istrazivanju (KULSOOM
i sur., 2020.). Uloga PKM2 dovodi se u usku vezu s procesom tumorogeneze u ljudi, a njegova
ekspresija sluzi kao histopatoloski marker lose prognoze u ljudi s adenokarcinomom pluca
(ZHANG i sur., 2020.). Osim toga, PKM2 potice i proupalne medijatore u modelu alergijske
bolesti diSnih puteva (VAN DE WATERING 1 sur., 2020.). Uloga protrombina (faktora
zgruSnjavanja II) u bronhoalveolarnim ispircima ljudi i Zivotinja za sada je nerazjasnjena, on
se producira na mjestu vaskularne ozljede i ima ulogu u upali i cijeljenju tkiva pluca, a visoka
razina trombina dokazana je u bronhoalveolarnim ispricima ljudi s upalom plu¢a (GOAO i sur.,
2023.). Proteini toplinskog Soka 90 velika su obitelj brojnih proteina prisutnih u eukariotskim,
ali 1 bakterijskim stanicama. Ti proteini sluze kao molekularni “pratioci”, pomazucéi u nabiranju
proteina, spreCavaju agregaciju proteina te pomazu popravljati oSteCene proteine, a njihova
visoka ekspresija povezuje se s brojnim patoloskim stanjima ljudi, poput neurodegenerativnih
bolesti, upala i tumora (WEI i sur., 2024.). Gliceraldehid-3-fosfat-dehidrogenaza protein je
citosola koji sudjeluje u metabolizmu glukoze i poznat je kao molekula “domacica” stanice, a
pojedina istrazivanja upucuju 1 na ulogu ovog proteina u procesima apoptoze, reparacije DNK
i zastite telomera (HARA 1 sur., 2006.). Ovaj je protein pokazao i protuupalni ucinak, Stiteci
od sepse 1 smanjuju¢i broj proupalnih citokina u misjem modelu akutne ozljede pluca
(TAKOTA i sur., 2014.). Protein kontrole dijeljenja stanice 42 jest membranski protein Kkoji

regulira migraciju stanice, s ulogom i u brojnim tumorskim i netumorskim bolestima ljudi zbog
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prometastatskog ucinka, ucinka na proliferaciju stanica, a njegova se visoka ekspresija
povezuje s malignim tumorima, ali 1 stanjima poput upale dis$nih puteva (FU 1 sur., 2022.).
Prednji gradijentni protein 2, ¢lan obitelji disulfid-izomeraza, pripada u obitelj disulfidnih
izomeraza, proteina vezanih uz endoplazmatski retikul, koji kataliziraju nabiranje proteina, ali
se povezuju i s tumorima, pogotovo kada su pretjerano eksprimirani, pa se tako pokazalo da
ima ulogu i u nastanku brojnih tumora, osobito tumora plu¢a (CHAVET i sur., 2013.).
Heterogeni nuklearni ribonukleoprotein regulira procese transkripcije i translacije, sudjeluje u
remodeliranju kromatina i odrzavanju stabilnosti RNK, pri ¢emu nedavna istrazivanja
pokazuju i da sudjeluje u reguliranju tumorogeneze kao i supresije tumora, sluzec¢i kao onkogen
brojnih malignih oboljenja ljudi, poglavito tumora pluéa ljudi (LI i sur., 2022.). S obzirom na
nerazjasnjene uloge svih navedenih proteina u neoplazmama, ali i upali, buduca bi istrazivanja
mogla osvijetliti njithovu kompleksnu medusobnu interakciju te potencijalno koristenje tih
proteina kao biomarkera za razlikovanje upalnih od tumorskih bolesti donjih diSnih puteva

pasa.

6.2.3. PROTEOMSKA ANALIZA SLINE ISTRAZIVANIH PASA

Slina je vaZna izluCevina koja odrzava homeostazu usne Supljine, sadrzava brojne
proteine, peptide (uklju¢uju¢i imunoglobuline), enzime i citokine, sa svrhom vlazenja hrane,
formiranja bolusa, lubriciranja sluznice usne Supljine, odrzavanjem mineralizacije zubi, S
imunoloskom ulogom, te sluzi kao pufer za usnu Supljinu (SANGUANSERMSRI i sur., 2018.).
Iako slina potje¢e uglavnom od slinskih Zlijezda, manji se dio sastoji od Kkrvi, te nosno-
bronhalnog iscjetka (GUO i sur., 2006.). Relativno lako i neinvazivno dobivanje uzoraka sline
dovelo je do porasta zanimanja istrazivaca za proucavanje sastava ove bioloSke tekuc¢ine u
zdravih pojedinaca s krajnjim ciljem identificiranja biomarkera bolesti, koji bi mogli posluziti
kao neinvazivni biljezi patoloskih stanja. Proteom zdravih pasa identificirao je 2,491 proteina,
a proteomikom su otkriveni i proteini koji bi se mogli koristiti kao biomarkeri bolesti u stanja
poput piometre (FRANCO-MARTINEZ i sur., 2020.), parvoviroze i pojedinih neoplazmi
(pogotovo onih koji zahvaéaju usnu upljinu) (GONZALEZ-AROSTEGUI i sur., 2021.). lako
se smatra da je i u humanoj medicini proteomika za istraZivanje bolesti donjih disnih puteva

tek u svojim povojima, postoje brojna istrazivanja koja su prikazana u nedavnom pregledu
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literature, gdje je komentirana primjena proteomike za identifikaciju potencijalnih biomarkera
u ljudi s bronhalnom astmom, kronicnom opstruktivnom boles¢u pluca, pneumonijom,

tuberkulozom i tumorima pluéa (LI i sur., 2021.).

U ovom je istrazivanju identificiran samo jedan protein sline, protein koji sadrzava WAP
domenu, ¢ija je zastupljenost bila manja u skupini s neupalnim/neneoplasti¢nim bolestima u
odnosu na kontrolnu skupinu. Proteini koji sadrzavaju WAP domenu jesu skupina proteina s
vaznom ulogom u reguliranju imunosnog odgovora domacina i imaju visoku ekspresiju u slini
ljudi, gdje se smatra da ima antimikrobni ucinak i kljuénu ulogu u obrani sluznice
(SHIMOMURA-KUROKI i sur., 2020.). Uloga ovog proteina u bolestima di$nog sustava ljudi
i pasa za sada nije ustanovljena, te se buduca istrazivanja mogu osvrnuti na ulogu proteina Koji

sadrzava WAP domenu u bolestima donjih di$nih puteva pasa.
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7. ZAKLJUCCI

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

Najucestalije bolesti donjih diSnih puteva pretrazene populacije pasa bile su upalne
bolesti, od kojih su najéeSée dijagnosticirani kroni¢ni bronhitis i gnojna
bronhopneumonija.

Najucestaliji klinicki znak bolesti donjih disnih puteva u ovom istrazivanju bio je kasalj,
koji je u vecine pasa bio kroni¢nog tijeka i suhog karaktera. Suhi je kaSalj bio znacajno
¢eS¢i u skupine pasa s upalnim bolestima u odnosu na kontrolnu skupinu.

Psi s neoplazmama donjih diSnih puteva imali su znacajno manje vrijednosti
hematokrita i znacajno vece serumske vrijednosti C-reaktivnog proteina u odnosu na
ostale skupine.

Prevalencija zaraznog kaslja pasa u pretrazenoj populaciji pasa u skladu je s
dosada$njim istrazivanjima o ucestalosti ove bolesti.

Proteomskom analizom seruma utvrdene su statisticki znacajne promjene ekspresije
devet proteina medu skupinama pasa S upalnim, neoplasti¢nim,
neupalnim/nencoplasti¢nim bolestima te u kontrolnoj skupini, vec¢ina kojih je uklju¢ena
u procese primarne i sekundarne hemostaze.

Proteomskom analizom bronhoalveolarnih ispiraka utvrdene su statisticki znacajne
promjene ekspresije 17 proteina medu skupinama pasa S upalnim i neoplasticnim
bolestima, te u kontrolnoj skupini, vec¢ina kojih je ukljuena u procese primarne i
sekundarne hemostaze, imunosni odgovor i metabolizam ugljikohidrata.
Proteomskom analizom sline utvrdene su znacajne promjene ekspresije jednog proteina
(protein koji sadrzava WAP domenu) medu skupinama pasa s neupalnim/
neneoplasti¢nim bolestima i u kontrolnoj skupini.

Proteini sa statisti¢ki znacajno visokom zastupljenos¢u medu skupinama s upalnim
bolestima, neoplasticnim bolestima i neupalnim/neneoplasticnim bolestima mogu

posluziti u budu¢im istrazivanjima kao kandidati za bioloske biljege.
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2023. - Veterinarski dani. Znanstveno-stru¢ni skup s medunarodnim sudjelovanjem,
Osijek, Hrvatska

2022. - Xlth Basic Neuropathology & Neuroanatomy Course for ECVN and ACVIM
residents and trainees in Veterinary Neurosciences of the UAB 2022” , Barcelona,
Spanjolska

2022. - ECVN Symposium, Palma de Majorca, Spanjolska

2021. - ACVIM Brain Camp Online Part 11

2020. - ACVIM Brain Camp Online Part |

2019. — 8th International Congress “Veterinary Science and Profession”, Zagreb,
Hrvatska.

2019. — Neurology Symposium, Zagreb, Hrvatska

2018. Veterinarski dani 2018. Znanstveno-stru¢ni skup s medunarodnim
sudjelovanjem, Opatija, Hrvatska

2018. — 3rd Eastern European Regional Veterinary Conference, Zagreb, Hrvatska
2018. — Joint meeting 5™ Inetrnational Vet-Istanbul Group Congress & 8™
International Scientific Meeting Days of veterinary medicine, Ohrid, Makedonija.
2017. — Veterinarski seminar male prakse " KARDIOLOGIJA,
GASTROENTEROLOGIJA, DERMATOLOGIJA", Zagreb, Hrvatska

2017.- The Vet Symposium, Royal canin, Montpellier, Francuska.

2016. — 7th Alpe-Adria Diagnostic Cytology Symposium, Basic and Advanced
course, Ljubljana, Slovenija.
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2016. — WSAVA Continuing Education Course "CARDIOLOGY IN DOGS AND
CATS", Opatija, Hrvatska.

2016. — 6. Hrvatski Veterinarski Kongres s medunarodnim sudjelovanjem, Opatija,
Hrvatska

2016. — Eastern European Veterinary Conference, Beograd, Srbija.

2016. — Veterinarski seminar male prakse "VIRUSNI GASTROENTERITISI PASA,
NOVOSTI U VAKCINACHI PASA, BOLESTI JETRE | DIJAGNOSTIKA, DIJETA
KRITICNOG PACIJENTA", Zagreb, Hrvatska.

2016. - 4. Hrvatski stru¢no-edukativni susret ,,NASA PRAKSA*, Daruvarske toplice.
2015. — Veterinarski seminar male prakse "OFTALMOLOGIJA,
GASTROENTEROLOGIJA I VAKCINACIJA MACAKA", Zagreb, Hrvatska.

2015. - 6th International Congress "VETERINARY SCIENCE AND PROFESSION"
Zagreb, Hrvatska.

2015. - Volonter/suradnik u organizaciji Znanstveno-stru¢nog skupa s medunarodnim
sudjelovanjem ,,VETERINARSKI DANI* u Opatiji.

2014. - Simpozij "EMERGENTNI | RE-EMERGENTNI FLAVIVIRUSI —
ZAJEDNICKI IZAZOV 1 ODGOVORNOST HUMANE I VETERINARSKE
MEDICINE" u Zagrebu.

2014. - Znanstveno-stru¢ni skup s medunarodnim sudjelovanjem ,,VETERINARSKI
DANI* u Opatiji.

Usmena izlaganja:

"Postmortal diagnostics of feline verminous pneumonia”, 6th International Congress
"Veterinary Science and Profession", Zagreb, 2015.

"Anemije u tvorova — prikaz slucajeva", 6. Hrvatski Veterinarski Kongres, Opatija,
Hrvatska, 2016.

Kad nam "slijepi BAL" otvori o¢i, Veterinarski dani 2018.

“Bacterial pathogens and antimicrobial susceptibility patterns in urinary tract
infections in dogs” - 8th International Congress “Veterinary Science and Profession”
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e Neuroloski pregled: koje su nam informacije najbitnije u neuroloskoj lokalizaciji? -
Veterinarski dani 2023. Znanstveno-stru¢ni skup s medunarodnim sudjelovanjem,
Osijek, Hrvatska

e Epilepsija u praksi — $to sve mozemo bez napredne dijagnostike - Veterinarski dani
2023. Znanstveno-stru¢ni skup s medunarodnim sudjelovanjem, Osijek, Hrvatska

e Kroni¢an i neuropatski bol — gdje smo trenutno? - Veterinarski dani 2023.

Znanstveno-stru¢ni skup s medunarodnim sudjelovanjem, Osijek, Hrvatska

Popis objavljenih radova

1. Znanstveni radovi objavljeni u znanstvenim ¢asopisima s medunarodnom recenzijom

1. KAJIN, F., N. MEYERHOFF, S. MELLER, R. CARLSON, A. TIPOLD, R.
GUTIERREZ-QUINTANA, A. KACZMARSKA, D. SANCHEZ-MASIAN , E. IVES, J.
BROCAL, T. VON KLOPMANN, A. V. HOLGER (2024): Canine Idiopathic Generalized
Tremor Syndrome, immune-mediated? Front. Vet. Sci., 11. doi: 10.3389/fvets.2024.1453698

2. KAJIN, F., I. SMIT, IVA, V. STEVANOVIC, D. RESETAR

MASLOV, I. RUBIC, V. MRLJAK, J. KULES (2025): Current application of proteomics in
the veterinary field — a short summary and literature review. Veterinarska stanica, 56 (2),
245-256. https://doi.org/10.46419/vs.56.2.6

3. FLETCHER, C. D. A., E. J. IVES, F. KAJIN, I. SEATH, N. GRAPES, B.

A.LOPES, A. KNEBEL, H. A. VOLK, S. DE DECKER (2023): Thoracic to lumbar vertebral
column length and length ratios in miniature dachshunds with and without thoracolumbar
intervertebral disc extrusion. Veterinary record, e3057; 1-7. doi: 10.1002/vetr.3057.

4. KAJIN, F., L SCHUWERK, A. BEINEKE, H.
A. VOLK, N. MEYERHOFF, J. NESSLER (2023): Teach an old dog new tricks:
Meningoencephalitis of unknown origin (MUO) in Australian shepherd dogs. Veterinary
record case reports, 11, €589, 8. doi: 10.1002/vrc2.589.
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5. KAJIN, F., N. MEYERHOFF, M. CHARALAMBOUS, H. A. VOLK (2023): “Resistance
Is Futile”: A Pilot Study into Pseudoresistance in Canine Epilepsy.Animals, 13 19; 1-11. doi:
10.3390/ani13193125.

6. DUTIL, G. F., J. GUEVAR, D. SCHWEIZER, P. ; ROOSJE, F. KAJIN, H. A.VOLK, N.
J. GRAPES, S. DE DECKER, R. GUTIERREZ-QUINTANA, JJABOUZEID (2022): Otitis
media and interna with or without polyps in cats: association between meningeal
enhancement on postcontrast MRI, cerebrospinal fluid abnormalities, and clinician treatment
choice and outcome. Journal of feline medicine and surgery, 24, e481-e489. doi:
10.1177/1098612X221125573.

7. ZAMORA, M., S. MELLER, F. KAJIN, J.

J. SERMON, R. TOTH, M.BENJABER, DJ. DIJK, BOGACZ, G.

A. WORRELL, A. VALENTIN (2021):Case Report: Embedding "Digital Chronotherapy"
Into Medical Devices-A Canine Validation for Controlling Status Epilepticus Through Multi-
Scale Rhythmic Brain Stimulation. Front Neurosci. doi: 10.3389/fnins.2021.734265. PMID:
34630021; PMCID: PMC8498587.

8. PALIC, M., M. BRKLJACIC, I. KIS, M. CRNOGAJ, N. KUCER, M. TORTI, I.SMIT, F.
KAJIN, V. MATIJATKO (2020): Hypoadrenocorticism in dogs — the Mad Hatter of
veterinary internal medicine. Veterinarska stanica, 51. 281-292. doi: 10.46419/vs.51.3.5

9. BRKLJACIC, M. M. CRNOGAJ, |. KIS, K. BOJANIC, F. KAJIN,
I. SMIT, M.TORTI, I. HARAPIN, V. MATIJATKO (2020): Fever of unknown origin in
dogs: 50 cases // Veterinarski arhiv, 90, 255-269. doi: 10.24099/vet.arhiv.0831

10. SMIT, 1., D. POTOCNJAK, V. MATIJATKO, I. JOVIC, F. KAJIN,
M.BRKLJACIC, R. BECK (2017): Povezanost invazije parazita Giardia duodenaliss
pokazateljima hematoloskih i biokemijskih pretraga krvi, Veterinarska stanica, 48,. 345-355.

11. KAJIN, F., A. BECK, D. HUBER, E. GAGOVIC, R. BECK (2016): Verminozna

pneumonija macaka, Veterinarska stanica, 47, 265-276.
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1. GAGOVIC, E., F. KAJIN, D. HUBER, R. BECK, A. BECK (2015): Postmortal
diagnostics of feline verminous pneumonia. Book of Abstracts, The 6th International
Congress "Veterinary Science and Profession”, Zagreb, Hrvatska, pp. 71-71 (predavanje,

medunarodna recenzija, sazetak, znanstveni).

2. KAJIN, F., G. J. KRSTESKA, M. TORTIL L. SMIT, V. MATIJATKO (2016): Anemije u
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BECK (2017): Preliminary evaluation of idexx combo snap® test for usage on postmortal
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4. BECK, A., B. PIRKIC, F. KAJIN, I. JOVIC, D. HUBER, J. MRAOVIC, D. JURKOVIC,
R. BECK (2017): Canine ocular dirofilariasis-a case report. Book of Abstracts, 7th
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5.JOVIC, I, I. SMIT, F. KAJIN, J. GOTIC, V. MATIJATKO, I. KIS, M.

TORTI(2017): Prevalence and clinical characteristics of congenital heart diseases in dogs
examined at the clinic for internal diseases, Faculty of Veterinary Medicine, University of
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V. MATIJATKO, I. KIS, J. TRSAN, 1. FILIPCIC, Z. STRITOF (2019): Bacterial pathogens
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11. HUBER, D., I. MTHOKOVIC, F. KAJIN, Z. GRABAREVIC, B. ARTUKOVIC, A. G.
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13. FILIPCIC, 1., I. SPAJIC, V. MATIJATKO, L. KIS, M. BRKLJACIC, I. SMIT, F.
KAJIN, M. TORTI (2018): Velika i mlohava srca - dilatacijska kardiomiopatija u pasa na
Klinici za unutarnje bolesti Veterinarskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu (2012-2018).
Znanstveno-stru¢ni skup s medunarodnim sudjelovanjem "Veterinarski dani 2018." /
Harapin, Ivica (ur.).Zelina: Hrvatska veterinarska komora/Veterinarski fakultet Sveucilista u

Zagrebu, 2018. str. 205-212.

14. KOSTESIC, P., M. VUCKOVIC, A. SMAJLOVIC, T. KONSTANISEK, F. KAJIN, J.
BORAS, 1. BATA, H. CAPAK, B. PIRKIC (2019): Minimally invasive fracture repair of
comminuted tibial fracture in ring-tailed lemur, Book of Abstracts, 8th International Congress
"Veterinary Science and Profession™ Zagreb, Hrvatska, pp. 126-

126 (predavanje, medunarodna recenzija, sazetak, struc¢ni).

15. BENKO, V., D. . SKODA, G. JURKIC, N. KUCER, A. PETAK, F. KAJIN, M.

TORTI (2019): Review of clinical cases of body cavity effusions (2015-2019) — Overwiew of
clinical cytology findings and associated aetiologic factors, Book of Abstracts, 8th
International Congress "Veterinary Science and Profession” Zagreb, Hrvatska, pp. 141-

141 (predavanje, medunarodna recenzija, sazetak, strucni).

16. JOVIC, 1., .GOTIC, M. CRNOGAJ, D. GRDEN, T. DODIG, I. FILIPCIC, F.KAJIN, T.
POLJICANIN, J. DIMNJAKOVIC, M. TORTI (2021): Comparison of left atrial volume in

working and non- working Belgian Malinois dogs. Book of Abstracts.. 99-99.
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Suspected MUO in two Australian shepherd dogs: A case series. Proceedings 33rd On-line
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sazetak).
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18. G. F. DUTIL, J. GUEVAR, D. SCHWEIZER, P. ROOSIJE, F. KAJIN, H. A. VOLK, N.
J. GRAPES, S. DE DECKER, R. GUTIERREZ-QUINTANA, J. ABOUZEID, P.
FREEMAN, K. FALLER, V. M. STEIN, A. MAIOLINI (2021): Otitis media/interna with or
without polyp in cats: Does meningeal enhancement on postcontrast MRI and/or
inflammatory CSF change our perspectives? Proceedings 33rd On-line Symposium ESVN-

ECVN, 17" to 18™ September 2021, (poster, medunarodna recenzija, sazetak).

3. Strucni radovi
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2. BRKLJACIC M., F. KAJIN, M. TORTI, L. JOVIC, L. KIS, I. SMIT, M. CRNOGAJ, V.

MATIJATKO (2017): Systemic lupus erythematosus - diagnostic and treatment challenges,
Veterinarski glasnik, 71 (2), pp. 134-140.

4. Pozvana predavanja

1. F. KAJIN (2023): Neuroloski pregled: koje su nam informacije najbitnije u neuroloskoj
lokalizaciji?Zbornik radova / Severin, KreSimir (ur.) Osijek: Hrvatska veterinarska komora;
Hrvatski veterinarski institut; Veterinarski fakultet SveuciliSta u Zagrebu (pozvano

predavanje
2. F. KAJIN (2023): Epilepsija u praksi — §to sve mozemo bez napredne

dijagnostike?Zbornik radova / Severin, KreSimir (ur.) Osijek: Hrvatska veterinarska komora;

Hrvatski veterinarski institut; Veterinarski fakultet SveuciliSta u Zagrebu, 2023
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3. F. KAJIN (2023): Kronican i neuropatski bol — gdje smo trenutno?Zbornik radova /
Severin, Kresimir (ur.) Osijek: Hrvatska veterinarska komora; Hrvatski veterinarski institut;

Veterinarski fakultet Sveucilista u Zagrebu, 2023

5. Studentski radovi

Usporedba citomorfoloskih kriterija malignosti sa sastavom medustani¢ne tvari kutanih
mastocitoma pasa (Comparison of cytomorphologic criteria of malignancy with the

composition of the extracellular matrix in canine cutaneous mast cell tumors).
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