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MORFOLOSKE, IMUNOFENOTIPSKE I KLINICKE KARAKTERISTIKE
LIMFOCITNO - PLAZMOCITNOG DUODENITISA PASA

REZIME

Limfocitno — plazmocitni duodenitis (LPD) pasa je oblik inflamatorne bolesti
creva. LPD predstavlja enteropatiju hroni¢nog toka i pracen je nespecificnim klinickim
simptomima, od kojih su najvazniji dijareja i povracanje.

Najvaznija morfoloska karakteristika imunoloskog odgovora kod limfocitno -
plazmocitnog duodenitisa (LPD) pasa je nalaz mononuklearnog c¢elijskog infiltrata u
sluznici duodenuma. Nakon dobro obavljenog klinickog pregleda i detaljne anamneze,
moze se pretpostaviti moguée mesto inflamacije. Prikupljanje preciznih podataka,
uzimanje sveobuhvatne anamneze i vrSenje detaljnog klinickog pregleda pasa je od
neprocenjivog znacaja za pravilno postavljanje dijagnoze. Klini¢ki znaci vezani za LPD
nisu specificni. Imaju ciklian karakter, rede progresivan klinicki tok. Najcesc¢i
simptomi uklju€uju hroni¢nu ili rekurentnu dijareju, povracanje, gubitak tezine i
promenu apetita.

Ispitivanjem je obuhvaceno ukupno 60 odraslih pasa, razlicite rase i oba pola: 54
psa sa simptomima dijareje i povracanja, kKoje je trajalo duze od tri nedelje, kao i Sest
klini¢ki zdravih pasa koji su sluzili kao kontrolna grupa. Ispitivanja su obuhvatila pse
koji su bili pacijenti ambulantne klinike Fakulteta veterinarske medicine (FVM) u
Beogradu. Prema anamnesti¢kim podacima, svi psi su pre dolaska u ambulantu FVM
bili neuspesno leceni antibioticima i svi su bili slobodni od crevnih parazita. Uradene su
hematoloske 1 biohemijske analize krvi, zatim radioloska, ultrazvuc¢na i endoskopska
dijagnostika. Uzorci mukoze duodenuma, uzeti biopsijom, ispitani su patohistoloskim i
imunohistohemijskim metodama.

Analizom rezultata dobijenih u ovom istrazivanju, ustanovljeno je da oboleli psi,
koji su u klinickoj slici imali hroni¢nu dijareju, hroni¢no povracanje, izmenjeno

ponasanje i promenjen apetit, boluju od slede¢ih enteropatija: kataralni duodenitis je



utvrden kod 5 pasa, kod 3 psa je postavljena dijagnoza eozinofilnog duodenitisa dok je
kod 46 pasa dijagnostikovan limfocitno — plazmocitni duodenitis (LPD).

Detaljnim opisom morfoloskih promena na biopsijskim uzorcima sluznice
duodenuma pasa obolelih od LPD (promene na crevnim resicama, stepen osStecenja
crevnog epitela, postojanje proSirenja kripti, prisustvo dilatiranih limfnih sudova i
fibroze) kao i1 prac¢enjem zastupljenosti intraepitelnih limfocita (IEL), limfocita, plazma
¢elija, eozinofilnih granulocita i neutrofilnih granulocita u infiltratu sluznice, formirane
su razli¢ite morfoloske grupe. U uzorcima duodenuma u kojima dominiraju limfociti i
plazma celije, uoceno je skracenje crevnih resica na 75 - 50% normalne duZine, a same
promene su okarakterisane kao blage do umerene. Crevne resice su zadebljale, a neke su
fuzionisane. Na epitelnim Celijama zapazaju se degenerativne promene, kao i
deskvamacija epitelnih ¢elija. Zapazeno je blago do umereno prosirenje kripti (10 - 25%
kripti je proSireno). Lamina propria je edematozna zbog prisustva obilnog celijskog
infiltrata velikim brojem mononuklearnih ¢elija, medu kojima dominiraju limfociti i
plazma celije. Plazma celije sa ekscentri¢no postavljenim jedrima obi¢no u grupama
ispunjavaju laminu propriju crevnih resica. Kripte su razdvojene sa 10 — 20 limfocita i
plazma c¢elija. Pojedina¢ni limfociti, smesteni intaepitelno, zapazaju se na epitelu
crevnih resica, i to kao individualne ¢elije, a retko u grupama (grozdovima).

Imunohistohemijskim ispitivanjem uzoraka sluznice duodenuma obolelih pasa u
nasem materijalu, uocena je ekspresija CD3+ (T limfocita) i CD79+ (B limfocita). Kod
ispitanih uzoraka, kod 31 psa u inflamatornom infiltratu dominiraju ¢elije CD3+
imunofenotipa. Pozitivna imunohemijska reakcija je ispoljena nalazom precipitata
tamnosmede boje u predelu c¢elijske membrane T limfocita, tako da je prisutan tzv.
membranski precipitat. Reakcija rede zastupljenih B limfocita, viSe je difuznog
karaktera. B limfociti dominiraju u 2 slucaja. U 13 slucajeva postoji ravnomerno
mesoviti limfocitno - plazmocitni infiltrat.

Analizom statistickih pokazatelja za CIBDAI (engl. canine inflamatory bowel
disease activity index) i CCECAI (engl. canine chronic enteropathy clinical activity
index) unutar grupe pasa obolelih od LPD, ustanovljena je signifikantna razlika
(p<0,05) izmedu prosec¢ne vrednosti za CIBDAI i CCECAI kod pasa sa meSovitim
infiltratom 1 prosene vrednosti kod pasa sa pretezno plazmocitnim infiltratom.

Statisticki vrlo znac¢ajno (p<0,01) je veca prosecna vrednost za CIBDAI i CCECAI kod



pasa sa meSovitim infiltratom u odnosu na prose¢nu vrednost za CIBDAI i CCECAI

kod pasa sa pretezno limfocitnim infiltratom.

Kljuéne redi: pas, endoskopija, limfocitno - plazmocitni duodenitis (LPD)
Nauéna oblast: Veterinarska medicina
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MORPHOLOGICAL, IMMUNOPHENOTYPIC AND CLINICAL FEATURES
OF LYMPHOCYTIC - PLASMOCYTIC DUODENITIS IN DOGS

SUMMARY

Lymphocytic - plasmocytic duodenitis (LPD) in dogs is a form of chronic
inflammatory bowel disease. LPD is a chronic enteropahty accompanied with non
specific clinical symptoms out of which diarrhea and vomiting are the most significant.

The most important morphological feature of the immune response in this type
of inflammatory bowel disease is the finding of mononuclear infiltrates in the mucosa of
the duodenum. After thorough clinical examination and detailed patient’s history the
inflammation site can be described. Gathering of precise data, history, and a detailed
clinical examination are of the upmost importance for the diagnosis. Clinical signs of
LPD are not specific. They have a cyclic character and a seldom progressive clinical
course. The most common symptoms include chronic or recurrent diarrhea, vomiting,
weight loss, and changes in appetite.

The study involved 60 adult dogs of different breeds and both sexes: 54 dogs
with symptoms of diarrhea and vomiting that persisted longer than three weeks and six
clinically healthy dogs that served as controls. The investigation included dogs which
were patients at the ambulatory clinic at the Faculty of Veterinary Medicine, Belgrade
(Serbia). According to anamnestic data all dogs were previously unsuccessfully treated
with antibiotics and were free of intestinal parasites. Hematological and biochemical
blood tests, radiology, ultrasonography and endoscopy tests were carried out. Biopsy
samples of the duodenal mucosa were investigated with pathohistological and
immunohistochemical methods.

By analysis of the results obtained in this study it was shown that dogs, which in
the clinical picture had chronic diarrhea, chronic vomiting, abnormal behavior and
altered appetite, suffered from the following enteropathies: catarrhal duodenitis was
found in 5 dogs, 3 dogs were diagnosed with eosinophilic duodenitis and 46 dogs were
diagnosed with lymphocytic - plasmocytic duodenitis (LPD).



Different morphological groups were formed according to detailed description
of morphological changes of the duodenal mucosa biopsy samples of LPD affected dogs
(changes of the villi, degree of intestinal epithelium damage, expansion of crypts,
dilated lymph vessels and fibrosis). Relevant factors were as well: incidence of
intraepithelial lymphocytes (IEL), lymphocytes, plasma cells, eosinophilic and
neutrophilic granulocytes in the mucosa infiltrate. The duodenal samples were
dominated by lymphocytes and plasma cells and shortening of the villi at 75 - 50% of
the normal length were observed. The observed changes were characterized as mild to
moderate. The villi were thickened, and some have merged. On epithelial cells
degenerative changes and desquamation of epithelial cells were observed. A mild to
moderate enlargement of crypts (10 - 25% crypts were extended) was recorded. The
lamina propria was edematous due to the presence of an abundant cellular infiltrate of a
large number of mononuclear cells, predominantly lymphocytes and plasma cells.
Plasma cells with eccentrically placed nuclei in groups usually fill the lamina propria of
the villi. Crypts were separated by 10 - 20 lymphocytes and plasma cells. Individual
lymphocytes, located in the epithelium (IEL), can be observed in the epithelium of the
villi, as individual cells, and rarely in groups (clusters).

Immunohistochemical examination of duodenal mucosa samples revealed
expression of CD3+ (T lymphocytes) and CD79+ (B lymphocytes). In the investigated
samples, in 31 dogs in the inflammatory infiltrate CD3+ cells were the dominant cell
type. Positive immunochemical reaction was exhibited by a dark brown precipitate in
the area of the cell membrane of T lymphocytes, i.e. so-called membranous precipitate.
The reaction of the few B lymphocytes was of a more diffuse character. B lymphocytes
dominated in 2 cases. In 13 cases there was an evenly mixed lymphocytic - plasmocytic
infiltrate.

The analysis of statistical indicators for CIBDAI (engl. canine inflamatory
bowel disease activity index) and CCECAI (engl. canine chronic enteropathy clinical
activity index) within the group of dogs affected by LPD, determined a significant
difference (p<0.05) between the mean values for CIBDAI and CCECAI in dogs with
mixed infiltrate and the average values for dogs with a mainly plasmocytic infiltration.

The average value for the CIBDAI CCECAI in dogs with a mixed infiltrate was



statistically highly significant (p<0.01) compared to the average value for CIBDAI and
CCECAI in dogs with a predominantly lymphocytic infiltrate.

Key words: dog, endoscopy, lymphocytic - plasmacytic duodenitis (LPD)
Scientific field: Veterinary medicine
Field of academic expertise: Clinical diagnostics, pathology and therapy of animals

UDK number: 636.7:616



Spisak skraéenica koje su koris¢ene u ovoj doktorskoj disertaciji:

Ag antigen

ALT alanin transaminaza

AP alkalna fosfataza

APC antigen prezentujude Celije

AST aspartat aminotransferaza

At antitelo

CCECAI engl. canine chronic enteropathy clinical activity index
CCL25 engl. C-chemokine ligand 25

CCR9 engl. C-chemokine receptor 9

CD25 marker

CIBD engl. cryptogenic inflamatory bowel disease

CIBD engl. cryptogenic inflamatory bowel disease”

CIBDAI engl. canine inflamatory bowel disease activity index
EGE eozinofilni gastroenteritis

ENS entericki nervni system

FAE engl. folicule associated epithelium

Fc engl. fragment crystalline

GALT engl. gut - associated lymphoid tissue (crevu pridruzeno limfno tkivo)
GALT engl. gut associated lymphoid tissue

Gl gastrointestinalni



HE hematoksilin-eozin

HEV engl. high endothelial vessels
HUC histiocitni ulcerativni colitis

i.v. intravenska

IBC inflamatorna bolest creva

IBD engl. inflamatory bowel disease
IEL intraepitelni limfociti

IFNy interferony

IgA imunoglobulin A

IgM, 1gG, IgE imunoglobulini

IL interleukin

iTreg indukovane Treg (regulatorne T celije)

LL latero — lateralna projekcija

Inn. lymphonodi

LPD limfocitno — plazmocitni duodenitis

LPE limfocitno-plazmocitni enteritis

LPL lamina propria limfociti

LPM lamina proprija mukoze (lamina propria mucosae)
LSAB2 streptavidin-biotin imunohistohemijska metoda

MAdCAM -1 engl. mucosal addressin cell-adhesion molecule — 1

MALT engl. mucosa - associated lymphoid tissue (mukozi pridruzeno limfno tkivo)

MHC engl. major histocompatibility complex



MLN

N.A.V.

nTreg

PAMP

pIgR

PLE

PP

ROS

SC

SigA

TCR

TGFB

Th3

TLR

Trl

VD

WSAVA

engl. mesenterial lymph nodes (mezenterijalni limfni ¢vorovi)

nomina anatomica veterinaria

postojece (natural) Treg (regulatorne T Celije)

engl. pathogen associated molecular patterns

polimerni imunoglobulinski receptor

engl. protein losing enteropathy

Pejerove ploce (noduli lymphatici aggregati)

engl. reactive oxygen species

sekretorna komponenta

sekretorni IgA

engl. T-cell receptor

engl. tumor growth factor B

regulatorne T Celije

engl. toll like receptors

regulatorne T Celije

ventro — dorzalna projekcija

engl. World Small Animal Veterinary association
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1. UVOD

Hroni¢ne enteropatije ¢ine viSe od polovine svih digestivnih poremecaja kod pasa.
Inflamatorna bolest creva — IBC (engl. inflamatory bowel disease - IBD) pasa je zajednicki
naziv za niz hroni¢nih enteropatija koje se primarno odlikuju zapaljenjem sluznice
gastrointestinalnog sistema i nespecifi¢nim simptomima.

Limfocitno — plazmocitni duodenitis (LPD) pasa je oblik inflamatorne bolesti
duodenuma. LPD predstavlja enteropatiju hroni¢nog toka i praden je nespecificnim
klini¢ckim simptomima, od kojih su najvazniji dijareja i povrac¢anje. Najvaznija morfoloska
karakteristika imunoloskog odgovora, u ovom tipu inflamatorne bolesti creva, je nalaz
mononuklearnog infiltrata u sluznici duodenuma. Klasifikacija IBC-a, izvrSena je upravo na
osnovu dominantne populacije ¢elija u infiltratu zida creva, kao i na osnovu mesta gde se
infiltracija odigrala. U infiltratu se mogu naéi limfociti, plazma celije, eozinofilni
granulociti, makrofagi, a rede neutrofilni granulociti. Vrlo je ¢est i meSoviti infiltrat kada su
¢elijske populacije izmeSane i preklapaju se u razli¢itim kombinacijama. Limfocitno-

Inflamatorna bolest creva je dobro poznata i kod ljudi. Vazno je navesti da
skracenica CIBD (engl. cryptogenic inflamatory bowel disease) kod ljudi objedinjuje dva
oboljenja i to su ulcerativni kolitis i Kronova bolest, a koje pokazuju izvesne sli¢nosti sa
odredenim oblicima IBC pasa.

Patogeneza IBC je vrlo kompleksna (Whitley i sar., 2010). Ona je primer
izmenjenog imunoloskog odgovora na velikoj mukoznoj povrsini gde egzogeni antigeni (iz
lumena creva) imaju znacaja u nastanku bolesti i odrzavanju tako promenjenog stanja
(Whitley i sar., 2010). Mehanizmi koji stoje u pozadini nastanka IBC pasa nisu jo$ uvek
razjasnjeni (Allenspach, 2003). Iako uzrok nastanka IBC kod Zivotinja i ljudi nije jasan, i
histoloski i klini¢ki podaci ukazuju na imunolosku podlogu razvoja bolesti (German i sar.,
2008). Umesanost imunoloskih mehanizama u nastanak bolesti potvrduje povecan broj
¢elija zapaljenja u gastrointestinalnoj mukozi kod pacijenata obolelih od IBC, zatim uspeh

tradicionalne terapije IBC-a koja podrazumeva posebnu ishranu u kojoj su zastupljeni



,novi“ proteini koji ranije nisu kori$¢eni u ishrani (engl. novel proteins) kao i upotreba
lekova za koje se zna da menjaju imunoloski odgovor (napr. kortikosteroidi, azatiopirin,
sulfasalazin). Ove cinjenice ipak nisu dovoljne da se IBC svrsta u primarno imunoloska
obolenja (Jergens i sar., 1996).

U pogledu etiopatogeneze IBC, u literaturi se iznose dve osnovne hipoteze. Prema
prvoj hipotezi, inflamacija u crevima nastaje kao posledica poremecenog imunolo$kog
odgovora. Poremecen imunoloski odgovor moze biti posledica defektne supresorske
funkcije GALT-a (engl. gut associated lymphoid tissue) ili, pak, poremeceni imunoloski
odgovor moze predstavljati primarno imunoloski poremecaj. Druga hipoteza podrazumeva
da inflamacija zapocinje kao posledica imunoloskog odgovora, ali na antigene na koje ne bi
trebao da se razvija imunoloski odgovor, tj. na normalne sastojke lumena creva (antigeni
hrane ili rezidentna crevna flora). U svakom slucaju, i ¢elijska komponenta (aktivirani
intestinalni T i B limfociti, plazma celije, dendritske celije, makrofagi) i molekulski
elementi (sistem komplementa, prostaglandini, leukotrijeni, proinflamatorni citokini,
interleukini, proteaze, azot oksid, slobodni kiseonikovi radikali) u¢estvuju skupa u nastanku
i odrzavanju zapaljenja mukoze (Jergens, 2008).

Klinicki simptomi reflektuju lokalizaciju oStecenja tkiva (Jergens i sar., 1996).
Nakon dobro obavljenog klinickog pregleda i detaljne anamneze, moze se pretpostaviti
moguce mesto inflamacije. Prikupljanje preciznih podataka, uzimanje sveobuhvatne
anamneze 1 vrSenje detaljnog klinickog pregleda pasa je od neprocenjivog znacaja za
pravilno postavljanje dijagnoze (Gaschen i sar., 2011). Klinic¢ki simptomi IBC se pripisuju
¢elijskom infiltratu i medijatorima inflamacije (The WSAVA International Standardization
Group, 2010). Klini¢ki simptomi su direktna posledica gastrointestinalnog zapaljenja i
njegovog uticaja na gastrointestinalnu permeabilnost, motilitet, apsorpciju hranljivih
sastojaka i na centar za povracanje (Jergens i sar., 1996). Klinicki znaci vezani za IBC nisu
ukljucuju hroni¢nu ili rekurentnu dijareju, povracanje, gubitak tezine i promenu apetita
(Gaschen i sar., 2011; Kobayashi i sar., 2007; Lecoindre i sar., 2006; Jergens, 2004; Craven
i sar., 2004; Jergens i sar., 1996).



Definitivna dijagnoza IBC zahteva mikroskopski pregled uzoraka sluznice
gastrointestinalnog sistema koji su dobijeni biopsijom. Izvodenje biopsije mukoze je
zapravo, jedini dijagnostic¢ki postupak kojim se moze obezbediti uzorak tkiva potreban za
sigurno postavljanje dijagnoze IBC i za pruzanje informacija za prognozu kao i za
individualizaciju terapije. Endoskopija je metoda izbora posto je minimalno invazivna, nije
skupa, a i brza je. Uz to, ovom metodom je moguce dobiti veci broj uzoraka koji se mogu
koristiti za citoloska i histoloska ispitivanja kao i za imunohistohemijske analize.

Ipak, do danas, etiopatogeneza ove bolesti pasa nije u svemu poznata, a nisu
poznate ni sve imunofenotipske karakteristike ¢elija u infiltratu, koje bi bile znacajne za
razumevanje etipatogeneze. Blize definisanje celijskih populacija sa morfoloskog 1
imunofenotipskog aspekta, doprineée boljem razumevanju patogeneze limfocitno —
plazmocitnog duodenitisa pasa, §to ¢e u korelaciji sa klinickim nalazom omoguditi
postavljanje precizne dijagnoze i primenu adekvatne terapije. Stoga su ispitivanja u ovoj

disertaciji bila usmerena u tom pravcu.



2. PREGLED LITERATURE

2.1. MORFOLOSKO - FIZIOLOSKE OSOBENOSTI DUODENUMA PASA

Digestivni sistem psa (apparatus digestorius s. systema digestorium) se sastoji od
digestivnog tubusa i pomoc¢nih organa (Evans, 1993; Miller, 1964). Prema Konigu i
saradnicima (2009) delovi digestivnog tubusa su: usha duplja (cavum oris), zdrelo
(pharynx), jednjak (esophagus s. oesophagus), zeludac (ventriculus s. gaster), tanko crevo
(intestinum tenue), debelo crevo (intestinum crassum) i analni kanal (canalis analis). Deo
digestivnog tubusa kaudalno od zdrela, ukljucujuéi sve strukture od jednjaka do rectuma 1
analnog kanala predstavlja canalis alimentarius, tj. alimentarni kanal (Konig i sar., 2009;
Evans, 1993). Isti autori navode da u pomoc¢ne organe sistema za varenje spadaju: zubi
(dentes), jezik (lingua), pljuvacne zlezde (glandulae salivales), jetra (hepar), zu¢na kesica
(vesica fellea), gusteraca (pancreas), a po Evansu (1993) i analna kesica (sinus paranalis).

Tanko crevo psa (intestinum tenue) se proteze od pilorusa zeluca do usca ileuma u
debelo crevo koje se oznacava kao ostium ileale (N.A.V., 2005) seu ostium ileocolicum.
Tanko crevo predstavlja najduzi deo alimentarnog kanala. Duzina creva varira kod
razli¢itih rasa 1 individua u okviru iste rase. Vrlo je teSko odrediti duzinu creva zivih
zivotinja. Post mortem, kada nema peristaltickih kontrakcija, duZina creva se povecava.
Kao rezultat gastrointestinalne adaptacije na odredenu vrstu hrane i navike hranjenja, moze
se rec¢i da je duZzina creva mesojeda manja u odnosu na duzinu creva herbivora. Generalno,
kod pasa je duzina creva pet puta veca od duzine tela, dok je kod herbivora taj odnos 25:1
(Konig i sar., 2009). Prema Evansu (1993), duzina creva zivog psa je 3,5 puta veéa od
duzine njegovog tela. Zapremina creva psa iznosi oko 37% od ukupne zapremine
digestivnog sistema (Evans, 1993; Banks, 1986). Duodenum psa je dugacak od 20 cm do
60 cm, zavisno od veli¢ine zivotinje (Simi¢ i Jankovi¢, 1997).

Anatomi dele tanko crevo na tri dela: duodenum, jejunum i ileum (Konig i sar.,
2009; Budras i sar., 2002; Simi¢ i Jankovi¢, 1997; Ellenberger i sar., 1977). Autori navode

da je duodenum relativno kratak (u psa teskog 20 kg duzina duodenuma grubo iznosi oko



25 cm), jejunum je najduzi (blizu 90% duZine tankog creva), a ileum najkraéi, tj.
predstavlja samo kratak zavr$ni deo tankog creva psa. Iako precizne granice izmedju ova tri
segmenta ne mogu da se opserviraju ni makroskopski, a ni mikroskopski, histoloske razlike
izmedju duodenuma, jejunuma i ileuma ipak postoje.

Duodenum (duodenum) pocinje od pilorusa (pylorus) te se pruza od Zeluca ka
desnom trbusnom zidu po visceralnoj povrsini jetre. Ovaj pocetni, gornji deo naziva se pars
cranialis duodeni. On je dorzalno i lateralno u kontaktu sa jetrom, a medijalno sa
pankreasom. U visini devetog medurebarnog prostora, duodenum obrazuje prvu Krivinu
(flexura duodeni cranialis s. prima), zatim savija kaudalno i dodirujuéi parijetalni
peritoneum (peritoneum parietale) desnog trbusnog zida, neSto ventralnije od desnog
bubrega, pruza se kao njegov nishodni deo, oznacen kao pars descendens duodeni. Njegova
lateralna povrsina je u kontaktu sa parijetalnim peritoneumom kao i sa desnim lateralnim i
desnim medijalnim lobusom jetre. Dorzalno je u kontaktu sa pankreasom. Medijalno je u
vezi sa slepim crevom (cecum s. caecum) i ascendentnim kolonom (colon ascendens), a od
kojih je odvojen velikim omentumom (omentum majus). U predelu Sestog slabinskog
prsljena, duodenum ponovo savija i to ulevo obrazuju¢i drugu krivinu (flexura duodeni
caudalis s. secunda), pruzajuci se transverzalno u levu polovinu trbusne duplje. Flexura
duodeni caudalis lezi u horizontalnoj ravni. Od ove krivine duodenum ide ushodno, tj.
nastavlja put kranijalno ka jetri i zelucu gradeci pars ascendens duodeni. Ascendentni deo
duodenuma se nastavlja u jejunum, cine¢i pri tome krivinu nazvanu - flexura
duodenojejunalis. Kranijalna ivica nabora, tj. veze — plica duodenocolica s. lig.
duodenocolicum oznacava prelaz duodenuma u jejunum (N.A.V., 2005; Simi¢ i Jankovic,
1997; Evans, 1993).

U descendentnom delu duodenuma uocavaju se dva ispupéenja, a to su velika i mala
duodenalna papila. Velika duodenalna papila (papilla duodeni major) nalazi se 2,6 - 6 cm
kaudalno od pilorusa, a preko nje se u pars descendens zajedno otvaraju dva kanala, i to:
zucovod (ductus choledochus) koji dovodi Zzu¢ iz jetre i zu¢ne kese, i glavni izvodni kanal
pankreasa (ductus pancreaticus). Mala duodenalna papila (papilla duodeni minor) nalazi se
nekoliko santimetara kaudalno od papillae duodeni major, i tu se otvara akcesorni kanal
pankreasa - ductus pancreaticus accessorius (Budras i sar., 2002; Ellenberger i sar., 1977).



Duodenum je pri¢vrs¢en za dorzalni trbusni zid pomocu duplikature peritoneuma, u
kojoj se nalaze krvni sudovi, nervi, limfni sudovi, limfni ¢vorovi i masno tkivo (Ellenberger
i sar., 1977). Deo duplikature peritoneuma na kojoj visi duodenum oznacava se kao
mesoduodenum (Evans, 1993). Duodenum je odgovaraju¢im ligamentima povezan sa
organima i to sa jetrom, Zelucem i nishodnim delom kolona (Simi¢ i Jankovi¢, 1997). U
veze duodenuma se ubrajaju: ligamentum hepatoduodenale, ligamentum gastroduodenale i
plica duodenocolica s. ligamentum duodenocolicum. Kroz ligamentum hepatoduodenale
prolazi ductus choledochus, vena portae i arteria hepatica (Konig i sar., 2009).

Osnovne histoloske karakteristike duodenuma su u osnovi zajednicke za sve delove
alimentarnog kanala (Trpinac, 1994). Alimentarni kanal predstavlja cev sa centralnom
Supljinom oznacenom kao lumen. Zid digestivne cevi se sastoji od Cetiri osnovna sloja
(Junqueira i sar., 1998; Stoji¢, 1996; Trpinac, 1994; Banks, 1986). Ovi slojevi, od lumena
ka periferiji, imaju slede¢i raspored: sluznica (tunica mucosa), podsluznica (tela
submucosa), misi¢ni sloj (tunica muscularis) i seroza (tunica serosa).

Sluznicu duodenuma grade tri lamine. Lamina epithelialis mucosae je predstavljena
epitelom na bazalnoj memebrani, lamina propria mucosae je sainjena od rastresitog
vezivnog tkiva, a lamina muscularis mucosae je izgradena od glatkih misi¢nih celija.

Lamina epithelialis mucosae sastoji se od vise vrsta cilindri¢nih ¢éelija poredanih u
jednom redu. To su: enterociti ili apsorptivne ¢elije, peharaste ¢elije koje luce sluz (mukus),
Panetove celije koje sekretornom aktivnoSéu 1 sposobno$cu fagocitoze ucestvuju u
regulaciji crevne bakterijske flore, M ¢elije koje predstavljaju specijalizovane epitelne
¢elije, a nalaze se iznad limfnih folikula i Pejerovih ploca, endokrine ¢elije i mati¢ne celije
¢ijom deobom nastaju ostale ¢elije epitela (Junqueira i sar., 1998; Trpinac, 1994).

Lamina propria mucosae se odlikuje bogatom mrezom krvnih i limfnih sudova, kao
I difuznim limfaticnim tkivom. U ovom sloju sluznice su smesteni i limfni ¢voriéi, tj.
folikuli koji mogu biti pojedinac¢ni (noduli lymphatici solitarii) i udruzeni (noduli
lymphatici aggregati). Udruzeni limfni ¢voriéi u sluznici creva obrazuju Pejerove ploce —

PP (Evans, 1993; Junqueira i sar., 1998; Stoji¢, 1996; Trpinac, 1994).



Lamina muscularis mucosae je sloj sluznice koji je tri puta deblji kod psa nego kod
ostalih domacih Zzivotinja. Predstavljen je sa dva sloja: unutras$njim - cirkularnim i
spoljasnjim - longitudinalnim misi¢énim slojem (Evans, 1993).

Na sluznici duodenuma postoje strukturne tvorevine koje povecavaju ukupnu
povrsinu mukoze (Junqueira i sar., 1998; Trpinac, 1994; Panti¢, 1987). Za razliku od ostalih
sisara, psi nemaju makroskopski uocljive kruzne, prstenaste nabore - plicae circulares
(Evans, 1993). Mikroskopski se uocavaju prstasti izvrati mukoze, tj. crevne resice (villi
intestinales) i uvrati mukoze - Liberkinijeve kripte (neodgovarajuéi, ali opste prihvacen
naziv) odnosno glandulae intestinales, tj. intestinalne Zlezde (Junqueira i sar., 1998;
Trpinac, 1994). Smatra se da pas ima oko 4 miliona crevnih resica na 1 cm? povrsine
duodenuma (Evans, 1993), a od 600 do 3000 resica na svakoj celiji (Stevanovi¢, 2004;
Trpinac, 1994).

Crevne resice daju somotast izgled povrSini sluzokoze tankog creva. Svaka resica
ima svoju arteriolu koja se grana u kapilarnu mrezu na slobodnom kraju resice. Drenaza se
vr$i venulama na bazi resice. Svaka resica ima i svoje limfne kapilare, lakteale, kao i glatke
misice koji omogucavaju njenu kontrakciju (Junqueira i sar., 1998).

Podsluznica (tela submucosa), sastoji se iz rastresitog vezivnog tkiva koje labavo
povezuje sluznicu za misiéni sloj crevnog zida pa, stoga, pri kontrakciji misiénog sloja
crevnog zida sluznica obrazuje mnogobrojne nabore. Vezivno tkivo je dobro
vaskularizovano i sadrzi brojne limfne sudove. U podsluznici zida, kako duodenuma tako i
ostalih delova tankog creva (jejunum i ileum), nalazi se Meissner-ov submukozni nervni
splet.

U vezivnom tkivu sluznice i podsluznice duodenuma se nalaze i klupcaste, tubulo-
alveolarne duodenalne zlezde - glandulae duodenales, koje se razlikuju od intestinalnih
zlezda posto li¢e na pilorusne zlezde zeluca. Glandulae duodenales se nalaze samo u delu
duodenuma koji je u blizini pilorusa (Evans, 1993; Banks, 1986). Te tubularne Zlezde se
otvaraju u Liberkinijeve kripte. Zlezdane ¢elije su mukoznog tipa i udestvuju u stvaranju
crevnog soka. Produkt njihove sekrecije je alkalan i sluzi da $titi mukoznu membranu od
kiselog Zeluda¢nog soka i da omoguci optimalan pH za delovanje pankreasnih enzima

(Stevanovic, 2004).



Misiéni sloj (tunica muscularis), sastoji se od spoljasnjeg, tankog, uzduznog sloja
(stratum longitudinale) i unutrasnjeg, jaceg, kruznog sloja (stratum circulare) glatkih
misi¢nih vlakana. lzmedu ova dva sloja nalazi se tanak sloj vezivnog tkiva i Auerbach-ov
mienteri¢ni nervni splet (Junqueira i sar., 1998, Trpinac, 1994).

Seroza (tunica serosa) predstavlja visceralni list peritoneuma (peritoneum viscerale)
Cije su glavne karakteristike da je sjajan, gladak, vlazan, elasti¢an i providan (Sisson, 1953).

Vaskularizacija duodenuma psa ima svoje osobenosti. Deo aorte koji lezi u trbusnoj
duplji je aorta abdominalis. Dve njene grane koje dovode krv u tanko crevo su arteria
celiaca s. coeliaca i arteria mesenterica cranialis (Jankovic i sar., 1996).

Arteria celiaca je neparan krvni sud koji se odvaja od ventralne strane trbusne aorte
u predelu prvog lumbalnog prsljena. Kod psa ona ima tri grane (od kojih samo jedna grana
dovodi krv u duodenum), a to su: arteria gastrica sinistra, arteria lienalis i arteria
hepatica. Zavrsni deo arteriae hepaticae je arteria gastroduodenalis koja se pruza do
kranijalnog dela duodenuma gde se deli na dve grane, a to su: arteria gastroepiploica
dextra i arteria pancreaticoduodenalis cranialis. Ova poslednja se pruza kroz
mezoduodenum uz pars cranialis i pars descendens duodeni i daje grane za duodenum -
rami duodenales (Jankovi¢ i sar., 1996). U predelu kaudalne krivine duodenuma (flexura
duodeni caudalis) ona se anastomozira sa kaudalnom pankreatikoduodenalnom arterijom
(arteria pancreaticoduodenalis caudalis), granom arteriae mesentericae cranialis.

Arteria mesenterica cranialis kao najveca visceralna grana aorte odvaja se, takodje,
od ventralnog zida trbusne aorte, ali kaudalno od mesta nastanka arteriae celiacae, tj. u
predelu drugog lumbalnog prsljena. Kranijalna mezenteri¢na arterija sluzi kao osovina oko
koje rotiraju tanko i debelo crevo tokom embrionalnog razvoja. Labavo je vezana za
duodenum sa desne strane i kaudalno. Ona se grana u mezenterijumu i dovodi krv u sve
delove tankog creva izuzev kranijalnog dela duodenuma. Jedna od njenih grana je arteria
pancreaticoduodenalis caudalis koja se od mesta nastanka pruza udesno Kkroz
mezoduodenum do pars descendens duodeni. U blizini flexurae duodeni caudalis ona se
anastomozira  sa  kranijalnom  pankreatikoduodenalnom  arterijom  (arteria

pancreaticoduodenalis cranialis), granom arteriae celiacae. Kaudalna



pankreatikoduodenalna arterija dovodi krv u kaudalni deo duodenuma granama - rami
duodenales.

Vene tankog creva se sve ulivaju u portnu venu (vena portae), a venska krv
portnom venom odlazi u jetru (Jankovi¢ i sar., 1996).

Limfotok trbusnog zida i trbusnih organa se karakteriSe prisustvom cetiri limfna
centra (lymphocentrum). To su: slabinski (lymphocentrum lumbale), celija¢ni
(lymphocentrum celiacum), kranijalni mezentericni (lymphocentrum mesentericum
craniale) i kaudalni mezenteri¢cni (lymphocentrum mesentericum caudale) limfni centar
(N.A.V. 2005; Jankovi¢ i sar., 1996).

U poredenju sa drugim Zivotinjama, pas ima malo limfnih ¢vorova (lymphonodi —
Inn.) trusnih organa (Budras i sar., 2002). U limfne ¢vorove trusnih organa pasa se ubrajaju:
Inn. lumbales aortici, Inn. hepatici, Inn. lienales, In. gastricus, Inn. pancreaticoduodenales,
Inn. jejunales, Inn. colici i Inn. mesenterici caudales.

Lnn. lumbales aortici pripadaju slabinskom limfnom centru (lymphocentrum
lumbale). Lnn. hepatici, Inn. lienales, In. gastricus i Inn. pancreaticoduodenales Budras i
saradnici (2002) svrstavaju u celija¢ni limfni centar (lymphocentrum celiacum), dok
Ellenberger i saradnici (1977) Inn. duodenales svrstavaju u kranijalni mezenteréni limfni
centar (lymphocentrum mesentericum craniale). U N.A.V. (2005), Inn. duodenales i Inn.
omentales kod pasa su oznaceni kao Inn. pancreaticoduodenales, nalaze se izmedu zida
creva i pankreasa i pripadaju celijacnom limfnom centru (lymphocentrum celiacum). Lnn.
colici i Inn. jejunales pripadaju kranijalnom mezentericnom limfnom centru dok Inn.
mesenterici caudales pripadaju kaudalnom mezenteri¢cnom limfnom centru.

Aferentni limfni sudovi koji nose limfu iz duodenuma ulivaju se u Inn. hepatici i u
Inn. duodenales odnosno Inn. pancreaticoduodenales. U hepati¢ne limfne ¢vorove (Inn.
hepatici) stize i limfa iz zeluca, pankreasa i jetre, a obi¢no ih ima dva, levi i desni. Lnn.
duodenales odnosno Inn. pancreaticoduodenales leze izmedu pocetnog dela duodenuma i
desnog dela pankreasa, a moze ih biti jedan ili dva (Budras i sar., 2002; Evans, 1993).

Eferentni limfni sudovi iz lymphocentrum celiacum i lymphocentrum mesentericum
craniale grade mrezu vasa efferentia od koje nastaje truncus visceralis. Njime limfa otice iz

trbuSnih organa u proSirenje nazvano cisterna chyli pa dalje u ductus thoracicus koji



predstavlja glavni limfovod. Limfa iz lymphocentrum mesentericum caudale otice jednim
delom preko truncus visceralis-a, a drugim delom preko truncus lumbalis-a u cisterna-u
chyli. Ductus thoracicus, kao najveé¢i limfni sud tela, uliva se u kranijalnu Suplju venu -
vena cava cranialis (Jankovi¢ i sar., 1996; Miller i sar., 1969).

Nervna kontrola funkcije duodenuma odvija se kao spolja$nja i unutra$nja
(Stevanovi¢, 2004). Nervni, kao i humoralni mehanizmi, samo menjaju, smanjuju ili
pojacavaju, postojec¢u spontanu kontraktilnost tankog creva. Naime, crevo ima sopstveni
automatizam. Postoje specijalizovane pejsmejkerske celije koje spontano stvaraju akcione
potencijale za motornu aktivnost digestivnog sistema. To su Kajalove ¢elije koje pripadaju
enterickom nervnom sistemu (ENS) kao i glatkomisi¢ne celije u zidu creva (Stevanovic,
2004). U njima nastaju spori talasi (hipopolarizacije) koji kada dostignu jadinu praga
prerastaju u akcione potencijale. Zato kazemo da crevo ima sopstveni automatizam.
Frekvenca akcionih potencijala varira u razli¢itim delovima digestivnog trakta. U
duodenumu ih ima do 12 u minuti (Stevanovic¢, 2004).

Spoljasnja nervna kontrola duodenuma se ostvaruje posredstvom vegetativnog
nervnog sistema, simpatikusa i parasimpatikusa. Parasimpatikusna vlakna poticu od nervus
vagus-a. Simpatikusna nervna vlakna poti¢u od nn. splanhnici i to iz celijacnog i
kranijalnog mezentericnog gangliona - ganglion celiacum i ganglion mesentericum
craniale (Konig i sar., 2009).

Unutrasnja nervna kontrola se ostvaruje posredstvom enterickog nervnog sistema
(ENS). U duodenumu postoje intramuralne grupe neurona ozancene kao mienteriéni
Auerbahov splet (plexus myentericus Auerbachi) i kao submukozni Majsnerov splet (plexus
submucosis Meissneri). Oba pleksusa su povezana sa prevertebralnim ganglijama
abdominalne duplje mreZom subseroznih nervnih vlakana. Ovi pleksusi su pod kontrolom
simpatikusnog i parasimpatikusnog sistema, ali su odgovorni i za spontanu misi¢nu i
sekretornu aktivnost. Auerbahov splet je postavljen izmedu longitudinalnog i cirkularnog
misi¢nog sloja (Stoji¢, 1996) i on koordinira kontrakcije creva jer programira peristaltiku,
pokrete meSanja i fizioloSki ileus. Majsnerov splet je smesten u vezivnom tkivu submukoze
(Stoji¢, 1996). Neuroni ovog pleksusa inervisu kripte i crevne resice te tako kontrolisu

endokrinu i sekretornu aktivnost digestivnog trakta, lokalni protok krvi, a podsti¢u i
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nabiranje crevne sluznice. Majsnerov pleksus ima i receptorsku ulogu jer primljene
informacije sa receptora Salje u Auerbahov pleksus.

Nervni 1 humoralni faktori samo prilagodavaju spontanu aktivnost trenutnim
potrebama. Glavni stimulus za pokretanje motorne aktivnosti celog glatkomiSi¢nog dela
digestivnog trakta je istezanje zida creva (Stevanovi¢, 2004).

Parasimpatikusna stimulacija i odredeni hormoni (holecistokinin, gastrin, histamin,
insulin, motilin itd.) pojacavaju motornu aktivnost, dok simpatikusna stimulacija i pojedini
hormoni (adrenalin, noradrenalin, sekretin, glucagon itd.) smanjuju ekscitabilnost
glatkomiSiénih Celija.

Osnovne funkcije tankog creva te i duodenuma kao njegovog sastavnog dela su
varenje hrane, apsorpcija hranljivin materija kao i sekrecija crevnog soka. Mesojedima je
tanko crevo glavni organ za razgradnju i apsorpciju hranljivih materija.

Varenje hrane kod psa se najve¢im delom odvija u tankom crevu te u debelo crevo
prelazi samo mali deo nesvarene hrane. U duodenum dospeva sadrzaj iz Zeluca koji je u
polute¢nom, rastvorenom 1 delom razgradenom obliku (himus). Uz pomo¢ brojnih enzima
pankreasnog i crevnog soka i aktivnih materija iz zuci, u duodenumu se nastavlja proces
varenja hrane koji je zapocet u Zelucu. Himus u malim porcijama iz zeluca ulazi kroz
pilorus u pocetni deo tankog creva, tj. duodenum, gde podleze temeljnoj mehanickoj i
hemijskoj obradi. To je moguce zato §to tanko crevo psa ima dobru motoricku aktivnost, a
u duodenum se ulivaju zu¢ i pankreasni sok ¢iji enzimi zajedno sa enzimima iz crevnog
soka omogucavaju veoma intenzivnu hidrolizu hranljivih materija.

Crevni sok nastaje sekretornom aktivno$s¢u duodenuma (kao i ostalog dela tankog
creva). Crevni sok luée celije Brunerovih (glandulae duodenales) i Liberkinijevih
(glandulae intestinales) Zlezda (Stoji¢, 1996).

Resorpcija koja se obavlja u duodenumu je vrlo intenzivna. Razlozi za takav
intenzitet resorpcije su visestruki. Najvazniji su velika apsorptivna povrsina zbog crevnih
resica na sluznici i mikroresica na enterocitima, kao i odli¢na prokrvljenost crevnih resica
kroz koje teCe 60 - 70% ukupne krvi tankog creva (Stevanovié¢, 2004). Preko 90%
resorptivnih oblika hranljivih materija (voda, mineralne materije, monosaharidi, disaharidi,

aminokiseline, dipeptidi i tripeptidi, nukleozidi, slobodne masne kiseline, glicerol,

11



monogliceridi, holesterol, fosfolipidi i vitamini) resorbuje se tokom prolaska kroz tanko
crevo, potom resorptivni oblici hranljivih materija prelaze iz enterocita u portni krvotok, a

preko meducelijske tecnosti u limfotok.

2.2. IMUNOLOSKI SISTEM MUKOZE CREVA

Primarne funkcije gastrointestinalnog sistema su digestija i apsorpcija hranljivih
materija. Osim navedenih funkcija, gastrointestinalni sistem, predstavlja i najveci
imunoloski organ u telu, sa funkcijom barijere i odbrane od potencijalnih patogena, kao i
istovremene tolerancije prema bezopasnim agensima i sastojcima hrane (Untersmayr i sar.,
2006). Delikatna homeostaza izmedu imunoloskih reakcija i indukcije tolerancije na
bezopasne agense i nutritivne komponente je kljuna za pravilno funkcionisanje
digestivnog sistema (Untersmayr i sar., 2006).

Da bi poboljsao efikasnost, digestivni sistem se razvijao u pravcu povecanja svoje
povrsine. PovrSina gastrointestinalnog sistema ¢oveka je oko 200 puta veca od povrSine
cele koZe i iznosi 400 m? (Untersmayr i sar., 2006; Roitt i sar., 2001). Posto je tako velika
povrSina u stalnom kontaktu sa antigenima spoljasnje sredine, neophodna je dobra
imunoloska zastita unutar ovog sistema. Tu se nalaze brojne resice i kripte creva oblozene
mukusom koji §titi crevne Celije, zatim u dnu kripti leze specijalizovane Panetove Celije sa
sposobno$¢u otpuStanja antimikrobnih supstanci u lumen creva, intestinalna flora
(uglavnom prisutna u kolonu) stvara prirodnu barijeru za patogene dok su brojne celije
imunoloskog sistema smestene U mukozi creva.

Visoko specijalizovani imunoloski sistem mukoza §titi mukozne povrsine. GALT
(engl. gut - associated lymphoid tissue, ili crevu pridruzeno limfno tkivo) koji ¢ini sastavnu
komponentu MALT-a (engl. mucosa - associated lymphoid tissue, ili mukozi pridruzeno
limfno tkivo), predstavlja najveéi rezervoar imunoloskih ¢elija u telu.

Imunoloski sistem mukoze creva u mnogo ¢emu Se razlikuje od sistemskog
imunoloskog sistema. Smatra se da ova razlika reflektuje razlicite izazove sa kojima se

sree svaki sistem ponaosob. Mukoza creva je direktno izlozena antigenima iz hrane,
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virusima, razli¢itim bakterijama i slicno. Koli¢ina antigena kojima je mukoza izloZena
tokom jednog dana je veca nego ona kojoj je sistemski imunitet izloZzen tokom celog zivota
(Mayer, 2003).

Imunoloski sistem mukoze creva rade suprimira imunolo§ki odgovor nego $to ga
aktivira, koriste¢i viSe mehanizama da za$titi domacdina od agresivnog imunoloskog
odgovora na sastojke iz lumena creva. To podrazumeva: pouzdanu fizicku barijeru,
prisustvo enzima u lumenu creva koji menjaju prirodu samih antigena, prisustvo specifi¢nih
regulatornih T ¢elija, kako u difuznom, tako i u organizovanom limfnom tkivu creva, kao i
produkciju antitela, i to najve¢im delom sekretornog imunoglobulina A klase. Svi ovi
mehanizmi daju imunosupresivni ton gastrointestinalnom imunolo§kom sistemu mukoza, a
poremecaj na bilo kom nivou moze dovesti do zapaljenja creva ili alergije na hranu (Mayer,
2003).

Mukozna barijera je kompleksna struktura sacinjena od celijske i necelijske
komponente (Nagler-Anderson, 2001). Peharaste ¢éelije neprekidno stvaraju mukusni sloj
koji je debeo i pokriva susedni epitel. Partikule, bakterije i virusi, ,,uhvate” se u sloj
mukusa, te bivaju izbaceni u spoljasnju sredinu peristaltickim pokretima creva. Ovaj sloj
sprecava potencijalne patogene i antigene da prodru do epitelnih ¢elija. Mukus predstavlja i
rezervoar sekretornog imunoglobulina A (IgA) koji vezuje bakterije i viruse te tako
sprecava njihov kontakt i vezivanje za epitel. Epitelne ¢elije su medusobno spojene jakim
vezama, kako apikalno tako i bazalno, te su paracelularni prostori, kao i ¢elijska membrana,
prakti¢no nepropustljivi za makromolekule i peptide (Mayer, 2003). Samo joni mogu da
cirkuliSu. Tokom zapaljenja, meducelijske veze oslabe omogucéavaju¢i prolaz
makromolekulima sve do laminae propriae mucosae. U takvoj situaciji moze se javiti
imunoloska reakcija na sastojke hrane i na mikroorganizme iz lumena creva. Pretpostavlja
se da povecana crevna propustljivost igra ulogu u nastanku i razvoju inflamatorne bolesti
creva (Kobayashi i sar., 2007).

Prisustvo enzima u lumenu creva je mozda najbitniji mehanizam kojim se sprecava
ulazak antigena u GALT. Proteoliticki enzimi u Zelucu i tankim crevima vrse svoju
primarnu funkciju, tj. digestiju. Medutim, razlaganje velikih polipeptida na male dipeptide i
tripeptide, zapravo, ispunjava jo$ jedan zadatak, a to je stvaranje bezopasnih peptida od
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potencijalno imunogenih proteina. Peptidi sa manje od 8 - 10 amino-kiselina u lancu su
slabi imunogeni (Untersmayr i sar., 2006; Mayer, 2003; York i sar., 1999).

Regulatorne T ¢elije (Treg) igraju neizmerno vaznu ulogu u odrzavanju imunoloske
nereaktivnosti na sopstvene antigene i u suprimiranju prejakog imunoloskog odgovora koji
Steti domacinu (Sakaguchi i sar., 2008). Regulatorne T ¢elije su identifikovane i kod pasa i
kod macaka (Biller i sar., 2007). Tokom proteklih godina je definisano nekoliko vrsta
regulatornih T ¢elija, a Ssve su povezane sa imunoloskim odgovorom na mukozi (Mayer,
2003). Treg celije se stvaraju ili u timusu kao funkcionalno zrela subpopulacija T ¢elija, ili
mogu nastati od naivnih CD4+ pomoc¢nickih T limfocita, na periferiji, u MALT-u, za $ta je
neophodan uticaj interleukina - IL-10 i drugih inhibitornih citokina (Nandakumar i sar.,
2009; Sakaguchi i sar., 2008). Osnovna podela regulatornih T ¢elija je izvrSena na osnovu
nacina njihovog nastanka, i to na ve¢ postojece (natural) Treg — nTreg, i indukovane Treg -
iTreg (Nandakumar i sar., 2009). Natural Treg su konstantno prisutne i sprecavaju
aktivaciju potencijalno Stetnih ili alergen - reaktivnih T ¢elija (O'Garra i sar., 2004). Ove
¢elije luce IL-10 i eksprimiraju markere kao $to su CD25 i Foxp3. U regulatorne T celije
koje su od velikog znacaja u imunoloskom sistemu mukoze creva, spadaju Trl i Th3 celije.
Glavna funkcija im je da suprimiraju imunoloski odgovor u crevima, tj. da omoguce
toleranciju na antigene iz hrane (Biology pages, 2011). Th3 nastaju u Pejerovim ploc¢ama i
sekretuju TGFp (engl. tumor growth factor ), imunosupresivni citokin. Interesantno je da
je TGFp faktor koji potencira zamenu klase u IgA, u B limfocitima. To vrlo pogoduje
imunoloskom odgovoru mukoze creva (Mayer, 2003).

Ciljane celije Treg celija, koje su za sada utvrdene, su APC (antigen prezentujuce
¢elije) i efektorske T celije, a supresija se ostvaruje posredstvom IL-10, TGFp, kontaktom,
granzimima i perforinima (eBioscience, 2011). Najvazniji vid supresije je prema
dendritskim APC, kojima Treg onemogucavaju da izvrse aktivaciju efektorskih T celija
posto blokiraju tzv. ,,drugi signal na dendritskim ¢elijama (Biology pages, 2011).

Po definiciji, svaka T ¢elija koja ima sposobnost da suprimira imunoloski odgovor
je regulatorna T ¢elija (Nandakumar i sar., 2009). Moze se onda zakljuciti da i intraepitelni
limfociti (IEL), spadaju u regulatorne celije, posto su prema nekim autorima ukljuceni u

oralnu toleranciju (Untersmayr i sar., 2006). Neki tipovi CD8+T c¢elija, takode, mogu biti
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regulatorne c¢elije pod odredenim okolnostima (Rouse, 2007). Kao i Trl, supresorne
CDS8+T ¢elije funkcioni$u stvaranjem IL-10 (Rouse, 2007).

Antitelo IgA igra glavnu ulogu u imunoloskom odgovoru na mukoznim
membranama. Svakodnevno, intestinalne plazma celije produkuju vise antitela od svih
ostalih limfnih organa zajedno (slezine, limfnih ¢vorova, kostne srzi). IgA ¢ini 70% svih
antitela sisara (Macpherson i sar., 2008). lako se se odavno zna za dominaciju IgA u
crevima, fini detalji se i danas otkrivaju, a vezani su za migraciju, diferencijaciju prekursora
IgA plazma celija, “homing®, kao i za mehanizme selektivnog transcelularnog transporta
IgA. IgA je najheterogeniji imunoglobulin, moZe se javiti u vise molekulskih formi: kao
monomer, dimer i polimer. Postoji i sekretorni IgA (slgA). Razlikuju se dve subklase: IgAl
i IgA2. IgA1 je naden u serumu i stvaraju ga B celije kostne srzi. [gA2 luce B Celije koje se
nalaze u mukozi. U IgA2, teski i laki lanci imunoglobulina nisu povezani disulfidnim ve¢
nekovalentnim vezama. IgA antitela imaju razli¢itu funkciju u zavisnosti od forme u kojoj
se nalaze, kao i od lokacije na kojoj su. U svojoj sekretornoj formi, IgA je dominantni
imunoglobulin u sekretima mukoze.

Sekretorni IgA (slgA) ima formu dimera u kojoj su dva monomera povezana
dodatnim lancima. Jedan od dodatnih lanaca je J lanac (engl. joining chain — povezujuéi
lanac), bogat cisteinom i strukturno potpuno razli¢it od ostalih imunoglobulinskih lanaca.
Ovaj lanac se sintetiSe u ¢elijama koje produkuju IgA. Posto bude izlué¢en od strane plazma
¢elija koje se nalaze u lamini propriji mukoze (lamina propria mucosae), IgA se vezuje za
polimerni imunoglobulinski receptor (pIgR) na bazolateralnoj strani epitelnih celija, koje ga
preuzimaju endocitozom. Kompleks pIgR - IgA putuje kroz epitelnu celiju prema lumenu
creva, dolazi do proteolize receptora, mada deo receptora, koji se naziva sekretorna
komponenta (SC), ostaje vezan za antitelo. sIgA se oslobada u lumen gde mu je zadatak da
prepozna mikroorganizme i blokira njihovo vezivanje za epitelne celije. Sekretorna
komponenta daje otpornost sekretornom antitelu na proteaze iz lumena. Glikoprotein iz
sekretorne komponente obavija Fc deo dimernog antitela (engl. fragment crystalline) i
zaklanja mesta potencijalnog proteolitickog cepanja. Od svih antitela, jedino jos IgM moze
da vezuje SC (Mayer, 2003). Funkcionalna prednost sIgA ukljucuje multivalentnost (Cetiri

antigen vezuju¢a mesta) i otpornost na dejstvo proteolitickih enzima, a zahvaljujuci
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jedinstvenoj primarnoj strukturi alfa lanca kao i sekretornoj komponenti receptora koja
ostaje kovalentno vezana za IgA posle njegove transcitoze kroz epitelne celije. Sekretorni
IgA ispoljava antiinflamatorne osobine. Intaktna, nativna sIgA antitela ne mogu da
aktiviraju komplement kada su u kompleksu sa antigenom, a takode ometaju aktivaciju
komplementa pokrenutu IgM i IgG antitelima. Sekretorni IgA slabo vrsi opsonizaciju i
uglavnom funkcioniSe kao inhibitor bakterijskog/virusnog vezivanja za epitel (Macpherson
I sar., 2001; Cunningham-Rundles, 2001), a moze, takode, da izvrsi aglutinaciju antigena i
da ih ,,ubaci“ u sloj mukusa odakle ¢e, zahvaljuju¢i pokretima creva, biti izbaceni u
spoljasnju sredinu (Mayer, 2003).

Imunoloske celije gastrointestinalnog Sistema su organizovane, anatomski i
funkcionalno, u dva odvojena odeljka: imunolosko - induktivni i imunolosko - efektorski
odeljak.

U imunolosko - induktivnhom odeljku dolazi do prepoznavanja antigena od strane
naivnih limfocita sto je uslov za kasnije diferenciranje limfocita iz naivnih u efektorske
¢elije koje su sposobne za obavljanje efektorkih funkcija. Ovaj odeljak ¢ini regionalni
GALT (pojedinacni limfni folikuli i udruzeni limfni folikuli Koji su oznaceni kao Pejerove
plo¢e - PP) i mezenterijalni limfni ¢vorovi - MLN (engl. mesenterial lymph nodes) —
Brandtzaeg i sar., 2008. Pejerove ploce predstavljaju vaznu komponentu GALT-a (engl.
gut-associated lymphoid tissue). Nalaze se u vezivhom tkivu mukoze (lamina propria
mucosae) i podsluznici (tela submucosa) duodenuma. Mogu se naéi i u drugim delovima
tankog creva. Svaka Pejerova ploca sadrzi 10 - 100 limfnih folikula i vidljiva je golim
okom kao ovalna povrSina na antimezenterijalnoj strani duodenuma (Evans, 1993). Epitel
koji pokriva Pejerove ploce ne formira crevne resice, ve¢ su umesto enterocita prisutne M
¢elije. Pas ima 12 do 25 Pejerovih plo¢a u celom tankom crevu, a najviSe ih ima u
duodenumu (Simi¢ i Jankovi¢, 1997). Pejerove ploce su duge od 7 mm do 85 mm, a Siroke
od 4 mm do 15 mm. Pejerove ploce koje se nalaze kranijalno su uglavnom okrugle i leze u
udubljenjima u sluznici tankog creva, dok su one kaudalnije ovalne ili u vidu traka (Sisson,
1953), i Strée iznad crevne sluznice (Evans, 1993). Pejerove ploce su brojnije i vece kod
mladih zivotinja. Kod starijih zivotinja atrofiraju (Simi¢ i Jankovi¢, 1997). Pejerove ploce

imaju anatomsku organizaciju sekundarnih limfnih organa. B limfociti su koncentrisani u
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diskretnim strukturama nazvanim folikuli. U sluc¢ajevima kad su B limfociti u folikulu
nedavno odgovorili na antigen, ovi folikuli imaju centralnu zonu nazvanu germinativni
centar. T limfociti se nalaze na periferiji folikula.

Prodiranje antigena kroz epitelnu barijeru mukoze creva je prvi, kritican korak u
ostvarivanju imunoloSkog odgovora. Sposobnost intestinalnog epitela da prihvata i
transportuje antigene je strateSki ograni¢ena jedino na epitel vezan za folikule - FAE (engl.
folicule associated epithelium). Samo jedan sloj ¢elija odvaja PP od intestinalnog lumena.
Adaptacija ovog sloja ¢elija za uspesno obavljanje svog zadatka se ogleda u prisustvu ¢elija
koje su specijalizovane za prihvatanje antigena, tj. M celija, kao i u odsustvu mukusa na
epitelu vezanom za folikule (nema peharastih celija koje sekretuju mukus). M ¢elije igraju
glavnu ulogu u inicijaciji imunoloskog odgovora posto preuzimaju i transportuju antigene
da bi ih potom predale antigen prezentujué¢im ¢elijama (Neutra i sar, 2001). Smatra se da M
¢elije predstavljaju ulazna vrata za antigene direktno u imunolosko - induktivni odeljak
(Brandtzaeg i sar., 2008; Untersmayr i sar., 2006; Nicoletti, 2000). M ¢elije se znac¢ajno
razlikuju od okolnih enterocita: Cetkasta ivica sacinjena od mikroresica, karakteristicna za
enterocite, maltene je neprimetna, a i glikokaliks nedostaje. To ¢ini da je apikalni deo M
¢elija dostupan makromolekulima i mikroorganizmima koji se nalaze u sadrZaju creva te
dolazi do njihove internalizacije od strane M ¢elija. U zavisnosti od prirode makromolekula
i mikroorganizama, mehanizam internalizacije pokazuje tri varijante (Nicoletti, 2000): -
velike cestice i bakterije se fagocituju, - u slucaju virusa odvija se endocitoza posredovana
klatrinskim vezikulama, - u slucaju da partikule ne adheriraju na M ¢elije odvija se
pinocitoza. Prema nekim autorima nije definitivno potvrden poslednji navedeni nacin
preuzimanja antigena (Untersmayr i sar., 2006, Chehade i sar., 2005). Internalizovani
materijal se transportuje vezikulama do bazolateralne membrane M celija gde se vrsi
njegova egzocitoza. Jedna od vaznih karakteristika M celija je da njihova bazolateralna
strana formira veliki dzep invaginacijom membrane, $to omogucéava prisan kontakt sa
okolnim limfocitima i antigen - prezentuju¢im c¢elijama (dendritskim ¢éelijama,
makrofagama, B ¢elijama i folikulo dendritskim ¢elijama), a i skracuje put koji vezikula sa
potencijalnim antigenom treba da prede (Brandtzaeg i sar., 2008). Dendritske celije koje se

nalaze ispod M c¢elija su pozicionirane tako da od M ¢elija prihvataju antigene. Po
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fenotipskim karakteristikama razlikujemo nezrele i zrele, tj. aktivirane dendritske celije
(Brandtzaeg i sar., 2008; Delves i sar., 2000). Nezrele dendritske ¢elije su opremljene
mehanizmima za fagocitozu antigena i bakterija. One ne eksprimiraju ni kostimulatorne ni
adhezivne molekule koji su neophodni za stimulaciju T ¢elija. Po preuzimanju antigena i
primanju aktivacionih signala, one se sele u parakorteks regionalnih mezenterijalnih
limfnih ¢vorova. Tokom migracije sazrevaju, gube sposobnost fagocitoze, a antigen koji su
preuzele od M celija prezentuju u stabilnoj formi u kompleksu sa MHC (engl. major
histocompatibility complex) proteinima na svojoj povr$ini. Takode, na njihovoj povrsini se
pojavljuju kostimulatorni i adhezivni molekuli (CD40, CD80, CD86, CD54 i drugi).
Ovakva dendritska celija je aktivirana i spremna za interakciju sa T limfocitnim
receptorima odnosno za stimulaciju T limfocita (Brandtzaeg i sar., 2008).

Sposobnost patogenih bakterija da izazovu imunoloski odgovor, nasuprot
toleranciji, zavisi od ekspresije molekularnih $ablona vezanih za patogene — PAMP (engl.
pathogen associated molecular patterns) na njihovoj povrsini. Ove Sablone prepoznaju
visoko konzervisani ,,Toll like* receptori (engl. toll like receptors - TLR) na dendritskim
¢elijama. Aktivacija TLR izaziva maturaciju dendritskih celija: ekspresiju kostimulatornih
molekula neophodnih za aktivaciju T limfocita i lu€enje citokina koji se vezuju za receptore
na T ¢elijama (Whitley i sar., 2011). Nepatogene, komensalne bakterije ne eksprimiraju
pomenute Sablone te nisu u stanju da aktiviraju dendritske Celije te, stoga, ne dovode ni do
aktivacije T limfocita.

Alternativno, osim M Ccelija, antigene iz crevnog sadrzaja mogu da ,,preuzmu* i
intra i subepitelne dendritske antigen prezentujuce celije koje ,,hvataju antigen sopstvenim
transepitelnim projekcijama u lumen creva, nose ga do MLN, sazrevaju u zrele APC i
stimuli$u T ¢elije na produktivni ili supresorski imunoloski odgovor. Enterociti mogu da se
ponasaju kao lokalne, neprofesionalne APC koje imaju MHC (engl. major
histocompatibility complex) molekule II klase na svojoj povrsini, ali nemaju
kostimulatorne molekule (Hershberg i sar., 2000; Blumberg i sar., 1999; Mayer, 1998).
Enterociti prezentuju antigen T limfocitima u lamini propriji mukoze. U normalnoj

situaciji, ovakva interakcija rezultuje selektivnoj aktivaciji regulatorne T c¢elije. U
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odredenim stanjima, kao $to je na primer, inflamatorna bolest creva, aktivacija supresorske
T Celije je neuspesna Sto mozda objasnjava perzistentnu inflamaciju.

Posto se u MLN ili PP odigra aktivacija i proliferacija limfocita, limfociti
eferentnim limfnim sudovima ulaze u limfu, a preko grudnog limfnog kanala (ductus
thoracicus) ulaze u sistemsku cirkulaciju. Krvnim sudovima limfociti stizu do mukoze,
izlaze u tkivo ekstravazacijom kroz endotelne venule i naseljavaju imunolosko - efektorska
mesta (takozvani ,,homing®).

Imunolosko - efektorski odeljak histoloski obuhvata dve lamine, i to su: lamina
propria mucosae i lamina epithelialis mucosae. U ovom odeljku limfociti nakon
ekstravazacije i diferencijacije vrSe svoju efektorsku ulogu. Proces ekstravazacije je
diktiran lokalnim profilom vaskularnih adhezionih molekula i hemokina, te na taj nacin
endotelne celije imaju ulogu ,.kontrolora“ ulaska u efektorski odeljak. Na T i B limfocitima
postoje receptori za adhezivne molekule i hemokine koji ih navode u mesta bogata
ligandima za te receptore (Brandtzaeg i sar., 2005). Vazno je napomenuti da aktivacija B
limfocita 1 diferencijacija u mukozni IgA sekretujuci plazmablast i plazma ¢eliju, povlaci za
sobom i povecéanje broja receptora za hemokine koji se nalaze u odredenim imunolosko -
efektorskim mestima mukoze. | aktivacija i diferencijacija T limfocita, takode, povlaci za
sobom povecanje broja receptora za hemokine koji se nalaze u odredenim imunolosko -
efektorskim mestima mukoze. U sluznici tankih creva, naivni limfociti, aktivirani u PP i
MLN, povecavaju ekspresiju a4p7 integrina (Guy-Grand i sar., 2002) koji interaguje sa
MAdCAM - 1 (engl. mucosal addressin cell-adhesion molecule - 1) koji je eksprimiran na
endotelnim HEV (engl. high endothelial vessels) intestinuma (German i sar., 1999)
obezbedujuci tako ,,homing* (samonavodenje) U imunolosko - efektorska mesta. Hemokin
ligand 25 (CCL25; engl. C-chemokine ligand 25) koga stvaraju epitelne ¢elije tankog creva,
takode je umeSan u migraciju limfocita u intestinalnu mukozu. Njegov receptor CCR9
(engl. C-chemokine receptor) je eksprimiran na skoro svim limfocitima tankog creva
(Brandtzaeg i sar., 2008). Integrin aEB7 se nalazi na IEL i reaguje sa E-kadherinom na
epitelnim Celijama (Brandtzaeg i sar., 2008). Sa druge strane, IgA plazmablasti debelog
creva eksprimiraju CCR10 koji bivaju privuceni ligandom CCL28 koji je eksprimiran

upravo u sluznici debelog creva.
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Limfociti nastanjuju efektorski odeljak intestinalne mukoze: laminu epitelijalis
mukoze nastanjuju intraepitelni limfociti oznaceni kao IEL, dok laminu propriju mukoze
nastanjuju lamina propria limfociti ozna¢eni kao LPL (Guy-Grand i sar., 2005).

LPL su predstavljeni T limfocima (CD4+ i CD8+ T limfociti) i B limfocitima.
Lamina propria T limfociti imaju jedinstven fenotip. Ove Celije predstavljaju finalno
diferencirane efektorske T c¢elije ¢iji su putevi stimulacije razli¢iti od onih za T limfocite
periferne krvi. Sekretuju velike koli¢ine citokina kao $to je IFNy, IL4, IL5. To su najve¢im
delom CD4+ T limfociti. Lamina propria B limfociti su aktivirane B ¢elije 1 plazma ¢elije
koje sekretuju najve¢im delom IgA.

IEL su jedinstvena populacija limfocita u telu razlic¢ita od LPL. IEL su predstavljeni
T limfocitima sa znacajnom citolitickom i imunoregulatornom aktivnoséu. T - celijski
receptor - TCR (engl. T-cell receptor), prepoznaje peptidne antigene prezentovane u sklopu
MHC molekula i predstavlja heterodimer koji se sastoji od a i B lanca. Pet do deset
procenata T celija u organizmu eksprimira receptore sastavljene od y i & lanaca, koji po
strukturi li¢e na offTCR, ali pokazuju potpuno drugaciju specificnost. T Ccelije koje
eksprimiraju ySTCR najvise su zastupljene u epitelnim tkivima (Abbas i sar., 2006). Cak
10-40% IEL pripada ydT limfocitima (Roitt i sar.,, 2001). Prema nekim autorima
(Untersmayr i sar., 2006), oko 50 % IEL u crevima su ydT limfociti. ydT limfociti su slabo
definisanog porekla i uloge. Po svojim karakteristikama nalaze se na granici izmedu
urodenog i steCenog imuniteta. Nekada se smatralo da su IEL zaduZeni za prvi kontakt sa
antigenom (Ferguson, 1977). Danas se zna da je to zadatak M c¢elija. IEL luce u velikoj
koli¢ini IFNy i IL5. Moguca funkcija je imunoloski nadzor nad mutiranim ili virusom
inficiranim ¢elijama (Roitt i sar., 2001) kao i eliminacija oSteCenih i inficiranih celija
intestinalnog epitela (Fogle, 2007). Neki autori (Untersmayr i sar., 2006) ukazuju da je
moguce da su zaduzeni za oralnu toleranciju. Medutim, IEL su izvor citokina Th2 tipa -
IL13, koji podrzava produkciju IgE i alergijsku reakciju. ydTCR molekuli prepoznaju
proteinske i neproteinske antigene koje uglavnom ne prezentuju klasicni MHC molekuli
(Untersmayr i sar., 2006, Allison i sar., 2001), Sto ukazuje da prepoznaju konformaciju, a to

je tipicna odlika alergena hrane, te je moguce da ucestvuju u odgovoru na alergene hrane.
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2.3. INFLAMATORNE BOLESTI CREVA PASA

Termin ,hroni¢ne enteropatije” pasa se Koristi da objedini grupu hroni¢nih
intestinalnih obolenja razliite etiologije i razli¢itog patoloskog mehanizma nastanka
poremecaja, ali sa slicnim klinickim manifestacijama. Osnovne karakteristike hroni¢nih
enteropatija su hroni¢na dijareja i povracanje (Gaschen i sar.,, 2011). U hroni¢ne
enteropatije pasa spada niz bolesti koje zahvataju tanko i debelo crevo. Vecina hroni¢nih
enteropatija su primarno obolenja creva. Ipak, kod nekih bolesti ove grupe kod kojih je
zari$te van gastrointestinalnog trakta, odraz obolenja je klinicki fenotip slican primarnim
enteropatijama (Gaschen i sar., 2011). U tabeli 1 su navedeni najc¢es$¢i uzroci hroni¢nih
enteropatija pasa, ukljucujuéi parazitske, bakterijske i gljivicne infekcije, neodgovarajué¢u
reakciju na hranu, poremecaje intestinalne mikroflore i idiopatsku inflamatornu bolest
creva. Hroni¢ne enteropatije su Ceste kod pasa i ¢ine vise od 50% digestivnih poremecaja

kod ove vrste (Lecoindre i sar., 2006).

Tabela 1. Najces¢i uzroci hroni¢nih enteropatija pasa

Parazitska infekcija Nematode, Protozoe (Giardia)

Bakterijska infekcija kampilobakterijska, klostridijalna infekcija
Disbakterioza antibiotic responsive diarrhea (ARD)

Gjivi¢na infekcija histoplazmoza

Neodgovarajuca reakcija na hranu intolerancija ili alergija na hranu

Idiopatska inflamacija inflamatorna bolest creva (IBC) sa limfocitno-

plazmocitnom, eozinofilnom, neutrofilnom ili

granulomatoznom infiltracijom

rasno specificna:

-ulcerativni kolitis boksera

-enteropatija sa gubitkom proteina kod svilenog
,»Wheaten “ terijera

-Basenji enteropatija
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Inflamatorna bolest creva (IBC) je zajedni¢ki naziv za grupu hroni¢nih enteropatija
koje se odlikuju zapaljenjem gastrointestinalnog sistema (Simpson i sar., 2011) i posledi¢no
nespecificnim simptomima, koji mogu biti postojani ili rekurentni. Kod IBC pasa, u zidu
creva, u lamini propriji mukoze (lamina propria mucosae), nagomilavaju se celije
zapaljenja, a na zidu creva dolazi i do drugih morfoloskih promena (Gaschen i sar., 2011).
Celijski infiltrat ukljuéuje razli¢ite populacije ¢elija: limfocite, plazma éelije, eozinofilne
granulocite, makrofage i neutrofilne granulocite koji naseljavaju sluznicu creva.

IBC je dobro poznata i kod ljudi (Cerquetella i sar., 2010). Vazno je navesti da
skracenica CIBD koja poti¢e od engleskog naziva ,,cryptogenic inflamatory bowel disease®,
oznacava, ustvari, IBC ljudi, a tu spadaju ulcerativni kolitis i Kronova bolest (Harvey i sar.,
1980) koje pokazuju izvesne slicnosti sa odredenim oblicima IBC pasa (Lecoindre i sar.,
2006). Pse¢i granulomatozni enterokolitis podseca na Kronovu bolest kod ljudi (Eldredge i
sar.,, 2007), dok hroni¢ni kolitis (limfocitno - plazmocitni kolitis) ima sli¢nosti sa
ulcerativnim kolitisom kod ljudi (Jergens i sar., 1996). Sadasnji podaci navode da su
ulcerativni kolitis i Kronova bolest dva razlicita kraja spektra humanih idiopatskih
inflamatornih bolesti creva. Ipak, ove bolesti se svrstavaju u zajednicku grupu IBC, posto
imaju preklapajuce klini¢ko-patoloske osobenosti, dele odredene zajednicke imunoloske
poremecaje i idiopatske su (Jergens i sar., 1996).

Klasifikacija IBC je izvrSena na osnovu dominantne populacije ¢elija u infiltratu
zida creva kao i na osnovu toga gde se infiltracija odigrala (Jergens, 2008; German i sar.,
2003). U infiltratu lamine proprije mukoze mogu se naé¢i limfociti, plazma Ccelije,
eozinofilni granulociti, makrofagi i neutrofilni granulociti (Marks i sar., 2011). Vrlo je Cest
i meSoviti infiltrat u lamini propriji mukoze zida creva - ¢elijske populacije su izmeSane i
preklapaju se u razli¢itim kombinacijama (Washabau i sar., 2010). U okviru inflamatornih
bolesti tankih creva razlikujemo limfocitno - plazmocitni enteritis (LPE), eozinofilni
enteritis i eozinofilni gastroenteritis (EGE). U debelom crevu, prepoznati su limfocitno -
plazmocitni  kolitis, eozinofilni  kolitis, histiocitni  ulcerativni  kolitis (HUC) i
granulomatozni kolitis (Nelson i sar., 2003). Ovakva podela zapravo nema mnogo smisla

posto se zna da istovremeno moze biti zahvaceno i tanko 1 debelo crevo, a ¢ak moze biti
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istovremeno zahvacen i Zeludac, na primer limfocitno - plazmocitni enterokolitis ili
eozinofilni gastroenterokolitis (Hall i sar., 2009; Nelson i sar., 2003).

Limfocitno - plazmocitni enteritis pasa (LPE) je tip inflamatorne bolesti tankih
creva, hroni¢nog karaktera, koga karakterise ¢elijski infiltrat u kome dominiraju limfociti i
plazma c¢elije. LPE je najcesc¢i oblik IBC tankih creva pasa (Jergens, 2008; Eldredge i sar.,
2007; Cowell, 2004; Jergens i sar., 1996).

Eozinofilni enterokolitis je tip IBC pasa. Na biopsijama, povecan broj eozinofila
moze biti uocen u zelucu, tankim crevima ili kolonu.

Granulomatozni enteritis je slican humanoj Kronovoj bolesti. Stvara se zadebljanje
zida creva te posledi¢no suzenje tog dela tankog creva zbog inflamacije okolnog tkiva i
limfnih ¢vorova. Na biopsijama su nadeni makrofagi (Eldredge i sar., 2007).

Neutrofilni enterokolitis se odlikuje celijskim infiltratom sastavljenim pretezno od
neutrofilnih granulocita. Ovaj oblik enterokolitisa naziva i piogranulomatozni enterokolitis.

Histiocitni ulcerativni kolitis se javlja skoro isklju¢ivo kod boksera. Simptomi se
javljaju pre nego §to pas napuni 2 godine. Celijski infiltrat je predstavljen makrofagima
(Eldredge i sar., 2007).

Patogeneza IBC je vrlo kompleksna (Whitley i sar., 2010). Ona je primer
izmenjenog imunoloskog odgovora na velikoj mukoznoj povrsini gde egzogeni antigeni (iz
lumena creva) imaju znacaja u nastanku bolesti 1 odrZzavanju tako promenjenog stanja
(Whitley i sar., 2010). Mehanizmi koji stoje u pozadini nastanka IBC pasa nisu jo$ uvek
razjasnjeni (Allenspach, 2003). lako uzrok nastanka IBC kod zivotinja i ljudi nije jasan,
ipak podaci, kako histoloski tako i klini¢ki, ukazuju na imunolosku podlogu razvoja ove
bolesti (German i sar., 2008). UmeSanost imunoloskih mehanizama u nastanak bolesti
potvrduje povecan broj ¢elija zapaljenja u gastrointestinalnoj mukozi kod pacijenata, uspeh
tradicionalne terapije IBC-a koja podrazumeva posebnu ishranu u kojoj su zastupljeni
proteini koji ranije nisu kori$¢eni u ishrani (engl. novel proteins) kao i upotreba lekova za
koje se zna da menjaju imunoloski odgovor (napr. kortikosteroidi, azatiopirin, sulfasalazin).
Ove Cinjenice ipak nisu dovoljne da se IBC svrsta u primarno imunoloska obolenja (Jergens
i sar., 1996).

U pogledu etiopatogeneze IBC, u literaturi se iznose dve osnovne hipoteze.
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Prema prvoj hipotezi, inflamacija nastaje kao posledica poremec¢enog imunoloskog
odgovora. Poremec¢en imunoloski odgovor moze biti posledica defektne supresorske
funkcije GALT-a (engl. gut associated lymphoid tissue), ili pak, poremeceni imunoloski
odgovor moze predstavljati primarno imunoloski poremecaj. Poremecaji u supresorskoj
funkciji GALT-a se smatraju razlogom hipersenzitivhog odgovora karakteristi¢nog za IBC
(Lecoindre i sar., 2006). Po ovoj teoriji, supresija je poremecena te klonovi limfocita
izmicu kontroli i pokre¢u imunoloski odgovor na razliite crevne antigene (Jergens i sar.,
1996). Takav imunoloski odgovor izaziva znaCajno gastrointestinalno zapaljenje, $to za
uzvrat povecava propustljivost crevnog zida te omogucava priliv raznovrsnih antigena.
Rezultat je sve viSe ugrozena supresorska funkcija GALT-a, novi ciklusi inflamacije,
propustljivost se jo§ viSe povecava i dolazi do sve veceg oStecenja tkiva (Jergens i sar.,
1996).

Druga hipoteza podrazumeva da inflamacija zapocinje kao posledica imunoloskog
odgovora, ali na antigene na koje ne bi trebao da se razvija imunoloski odgovor: na
normalne sastojke lumena creva (antigeni hrane ili rezidentna crevna flora). U svakom
slucaju, i celijska komponenta (aktivirani intestinalni T i B limfociti, plazma c¢elije,
dendritske celije, makrofagi) i molekulski elementi (sistem komplementa, prostaglandini,
leukotrijeni, proinflamatorni citokini, interleukini, proteaze, azot oksid, slobodni
kiseonikovi radikali) u¢estvuju skupa u nastanku i odrzavanju zapaljenja mukoze (Jergens,
2008).

Jedno od objasnjenja je postojanje primarne lezije na mukoznoj propustljivoj
membrani (Kobayashi i sar., 2007). Hroni¢no povecanje propustljivosti crevne epitelne
barijere, to jest njena disfunkcija, dovodi do povecanog kretanja antigena kroz intestinalni
epitel i posledicno do povecane izloZzenosti imunoloskog sistema antigenima (Korzenik,
2005). Povecana crevna propustljivost je uocena kod ljudi obolelih od Kronove bolesti i jos
zanimljivije je §to je navedeni poremecaj ustanovljen i kod rodaka pacijenata, a koji nemaju
nikakve simptome bolesti (Kobayashi i sar., 2007). To navodi na razmisljanje o postojanju
geneti¢ke predispozicije i umesanosti geneti¢kih faktora (Whitley i sar., 2010; Lecoindre i

sar., 2006). Kod pasa sa IBC, propustljivost mukoze, merena kroz administraciju laktuloze i
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ramnoze, bila je u korelaciji sa stepenom histoloSskog oSte¢enja (Cerquetella i sar., 2010;
Kobayashi i sar., 2007).

Malo je podataka da je IBC autoimuna bolest (Whitley i sar., 2010) mada neki
autori podrzavaju tu hipotezu (Snook, 1990). Dalja istrazivanja u ovom smeru ¢e Sigurno
pokazati ulogu fenomena autoimunosti u patogenezi IBC kod pasa.

Brojna istrazivanja ukazuju na izuzetan znacaj intestinalne mikroflore u
imunoloskom odgovoru (Lecoindre i sar., 2006). IBC se danas sve viSe posmatra kao
posledica nekontrolisanog zapaljenja creva koje je rezultat kombinacije spoljasnjih faktora
(od kojih su najvazniji sastojci hrane i mikrobi koji se nalaze u lumenu creva) i faktora
imunoregulacije kod genetski prijem¢ivih jedinki (Simpson i sar., 2011; Chichkowski i sar.,
2008; Sartor, 2006). Komensalna mikroflora predstavlja glavni faktor sredine koji igra
ulogu u nastanku i odrzavanju IBC (Lecoindre i sar., 2006; Rutgers i sar., 1998). Antigeni
koji imaju odlucujucu ulogu u poremecenom imunoloskom odgovoru su poreklom od
bakterija (Hendrickson i sar., 2002) i to su uglavnhom antigeni rezidentne mikroflore
(Simpson i sar., 1994). U svakom slu¢aju, mnogi istrazivac¢i danas prou¢avaju interakciju
izmedu genetske prijemcivosti jedinki i mikrosredine creva — napr. bakterije i sastojci hrane
(Simpson i sar., 2011; Allenspach, 2011).

Genetski uticaj jo$ nije definitivno potvrden u IBC pasa, ali su izvesne pasmine,
poput nemackog ovcara, boksera, rotvajlera, pod poveéanim rizikom od ovog obolenja
(Allenspach, 2011; Washabau i sar., 2010; Fogle, 2007). Genetski uticaj, tj. rasna
predispozicija je prihvacena kod boksera kod kojih se razvija histiocitni ulcerativni kolitis
(Cerquetella i sar.,, 2010). Nasledni poremecaji sluznice kolona se povezuju sa
poremecajem brzine regeneracije Celija i poremecajem u fiziohemijskoj barijeri povrSine
sluznice, §to favorizuje nespecificni atak mikroorganizama komensalne flore kolona na
sluznicu. Radovi Gomeza (1977) su nagovestili moguénost postojanja poremecaja enzima
histiocita Sto otezava hidrolizu lizozoma i posledi¢no dovodi do nemoguénosti unistavanja
bakterija. Glutenom indukovana enteropatija kod setera je verovatno nasledna i ima mnogo
slicnosti sa celijatnom bolesti ljudi (Strombeck i sar., 1996). Imunoproliferativna
enteropatija kod Basenji pasa je nasledna IBC, limfocitno - plazmocitnog tipa (Gaschen i
sar., 2011; Cerquetella i sar., 2010). Odlikuje se hipergamaglobulinemijom povezanom sa
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porastom koncentracije IgA u krvi (Breitschwerdt i sar., 1980). Ova IBC je analog
imunoproliferativnom enteritisu kod ljudi. Mekodlaki ,,Wheaten “ terijer i ,,Jundehund* rase
pasa takode obolevaju od ozbiljnog PLE (engl. protein losing enteropathy) pri ¢emu postoje
indikacije da je u pitanju nasledni faktor . Kod nemackih ovcara i $ar-pej-a postoji visoka
ucestalost imunodeficijencije IgA u krvi i u sluznici, $to mozda objasnjava predispoziciju
ovih rasa za nastanak IBC-a (German i sar., 2000).

Nije utvrdeno da pol i starost uti¢u na nastanak IBC kod pasa. Istrazivanja Jergens-a
i saradnika (1996) su ukazala da 27% obolelih pasa ima dve godine i manje. Ipak, najvise
slu¢ajeva je ustanovljeno kod pasa srednjih godina i starijih.

Klini¢ki simptomi reflektuju lokalizaciju oSteCenja tkiva (Jergens i sar., 1996),
nakon dobro obavljenog klinickog pregleda i detaljne anamneze, moze se pretpostaviti
moguée mesto inflamacije, to jest da li je zahvaceno tanko ili debelo crevo, ili oba
(Gaschen i sar., 2011). Obi¢no su simptomi jafe izrazeni ako je u pitanju tanko crevo
(Gaschen i sar., 2011). Sa napretkom dijagnostickih testova i ve¢e dostupnosti abdominalne
imidZing dijagnostike, Cesto se previdi vaznost utvrdivanja detaljnog klinickog fenotipa
pasa koji boluju od hroni¢nih enteropatija (Gaschen i sar., 2011). Prikupljanje preciznih
podataka, uzimanje sveobuhvatne anamneze i vrSenje detaljnog klinickog pregleda pasa je
od neprocenjivog znacaja za pravilno postavljanje dijagnoze. Klini¢ki simptomi IBC se
pripisuju ¢elijskom infiltratu i medijatorima inflamacije (Washabau i sar., 2010). Klinicki
simptomi su direktna posledica gastrointestinalnog zapaljenja i njegovog uticaja na
gastrointestinalnu permeabilnost i motilitet, na apsorpciju hranljivih sastojaka i na centar za
povracanje (Jergens i sar., 1996). Klini¢ki znaci vezani za IBC nisu specifi¢ni. Imaju
ciklian karakter, rede progresivan klinicki tok. Najces§¢i simptomi ukljucuju hroni¢nu ili
rekurentnu dijareju, povracanje, gubitak teZine i promenu apetita (Gaschen i sar., 2011;
Kobayashi i sar., 2007; Lecoindre i sar., 2006; Jergens, 2004; Craven i sar., 2004; Jergens i
sar., 1996). Mogu se javiti i tenezmi, hematohezija, mukozna stolica, bol u stomaku
(Jergens i sar., 1996). Dijareja je najces¢i simptom kod pasa. Kod pasa kod kojih je IBC
zahvatila tanko crevo, dijareja ima odlike dijareje tankog creva: stolica je profuzna, tecna,
normalne ili poveéane ucestalosti, prisutna je hitnost. IBC kolona dovodi do nastanka

tradicionalnog ,.kolon sindroma" (Lecoindre i sar., 2006): povecana je frekvenca
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defekacije, karakter stolice je sluzav, postoje tenezmi. Hematohezija se takode moze uociti
(Hall i sar., 1994). Povracanje je vazan simptom IBC. Sadrzaj je obi¢no vodenast, retko
hrana, a moze biti i krvav ukoliko postoje ulceracije, pogotovo duodenuma (Jergens i sar.,
Cowell, 2004). Postoji pozitivna korelacija izmedu stepena oStecenja tkiva kod IBC i
gubitka tezine (Jergens i sar., 1992). To je najverovatnije posledica gubljenja integriteta
mukoze tankih creva sto dovodi do malasimilacije (smanjene apsorpcije hranljivih
sastojaka hrane). Promena apetita uoc¢ena kod pasa obolelih od IBC, varira od bulimije do
anoreksije. Teski slucajevi IBC se mogu zakomplikovati gubitkom proteina sto se oznacava
kao enteropatija sa gubitkom proteina (PLE - engl. protein losing enteropathy).

U poslednjih 8 godina su se razvila dva sistema koja utvrduju intenzitet bolesti na
osnovu klini¢kih simptoma. To su CIBDAI (engl. canine inflamatory bowel disease activity
index) i CCECAI (engl. canine chronic enteropathy clinical activity index).

Parametri uzeti u obzir su dobijeni anamnezom i klinickim pregledom, $to je
prikazano u tabeli 2 i tabeli 3.

Oba indeksa su se pokazala kao vrlo uspe$na da se sa izvesnom dozom sigurnosti
odredi ozbiljnost bolesti, da se odredi terapija (Malewska i sar., 2011) i da se prati odgovor
na terapiju (Jergens i sar., 2010; Munster i sar., 2010; Garcia-Sancho i sar., 2007;
Allenspach i sar., 2007; Luckschander i sar., 2006; Jergens i sar., 2003). Jedna studija je
pokazala da indeksi koreliraju sa ishodom bolesti (Allenspach i sar., 2007), ali to nije
potvrdeno u drugim studijama (Jergens i sar., 2010; Munster i sar., 2010). Za sada nije
utvrdena korelacija ni CIBDAI ni CCECALI sa patohistoloskim nalazom (Allenspach i sar.,
2007).
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Tabela 2. Indeks aktivnosti (CIBDAI) koji se koristi kod pasa koji boluju od IBC (Jergens,
2003)

A-PonaSanje / aktivnost 0 = normalna

1 = blago smanjena
2 = srednje smanjena

3 = jako smanjena

B-Apetit 0 = normalan
1 = blago smanjen
2 = srednje smanjen

3 = jako smanjen

C-Povraéanje 0 =nema
1 = blago (1 epizoda nedeljno)
2 = srednje (2-3 epizode nedeljno)

3 = jako (vise od 3 epizode nedeljno)

D-Konzistencija stolice 0 = normalna

1 = blago mekan feces
2 = veoma mekan feces

3 = vodenast proliv

E-Ucdestalost defekacije 0 = normalna

1 = blago povecana (2-3 puta dnevno)
ili krv i/ ili mukus u stolici

2 = srednje povecana (4-5 puta dnevno)
3 = jako povecana (vise od 5 puta

dnevno

F-Gubitak tezine 0 =nema

1 = blago (manje od 5% telesne teZine)
2 = srednje (5-10% telesne tezine)

3 = jako (vise od 10% telesne tezine)

Procena rezultata: CIBDAI=A+B+C+D+E+F
CIBDAI 0-3: nema klinicki znacaj
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CIBDAI 4-5: blaga IBC
CIBDAI 6-8: IBC srednjeg intenziteta
CIBDAI 9 i vise: intenzivna IBC

Tabela 3. Indeks aktivnosti (CCECAI) koji se koristi kod pasa koji boluju od hroni¢ne

enteropatije (Allenspach, 2007)

CCECAI=A+B+C+D+E+F+G+H+I

G-Koncentracija serum albumina 0>20 g/1
1=15-19,9 g/l
2=12-149 g/l
3<12 g/l

H- Ascites i periferni edem 0 =nema

1 = blagi ascites ili periferni edem
2 = srednji ascites ili periferni edem
3 = ozbiljan ascites / pleuralna efuzija i periferni

edem

I- Pruritus

0 = nema

1 = poneka epozoda Cesanja

2 = regularne epizode koje prestaju kada pas
spava

3 = pas se redovno budi iz sna da bi se ¢eSao

Procena rezultata:

CCECAI 0-3: nema klini¢ki znacaj

CCECAI 4-5: blaga enteropatija

CCECAI 6-8: enteropatija srednjeg intenziteta
CCECAI 9-11: intenzivna enteropatija
CCECAI 12: vrlo intenzivna enteropatija
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Postavljanje dijagnoze IBC bi za kliniare trebalo da podrazumeva integraciju i
klini¢kih i patohistoloskih kriterijuma. IBC nije samo mikroskopskim pregledom uocljiv
problem (Washabau i sar., 2010). Postavljanje dijagnoze IBC vrsi se putem eliminacije jer
podrazumeva iskljuéivanje svih drugih bolesti koje imaju sli¢nu simptomatologiju i, takode,
izazivaju gastrointestinalnu inflamaciju. Bolesti koje bi diferencijalno dijagnosticki dosle u

obzir navedene su u tabeli 4.

Tabela 4. Diferencijalna dijagnoza IBC kod pasa (Lecoindre, 2006; Tams, 2003)

Intolerancija na hranu, alergija na hranu

Limfangiektazija

Dardijaza, trihuroza

Iritabilni sindrom creva

Metaboli¢ke bolesti, bolesti jetre

Pankreatitis

Intestinalni tumori (limfom, adenokarcinom, mastocitom)

Tumori APUD sistema

Neuromisi¢na obolenja

Cekokoli¢na intususcepcija

Sindrom bakterijskog preumnoZzavanja

Hiperkalcemija

Dijabetska ketoacidoza
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Kriterijumi koji moraju biti zadovoljeni da bi se postavila dijagnoza inflamatorne

bolesti creva pasa (Washabau i sar., 2010) dati su u tabeli 5.

Tabela 5. Kriterijumi koji moraju biti zadovoljeni da bi se postavila dijagnoza IBC

e klinicki simptomi traju najmanje 3 nedelje ( dijareja, povracanje)

e postojanje neadekvatanog klini¢kog odgovora na promenu ishrane (koja podrazumeva primenu
hipoalergijske strogo kontrolisane dijete), na primenu antibiotika i na primenu antihelmintske
terapije

o iskljucenje metabolickih poremecaja i drugih primarno gastrointestinalnih poremecaja

e mikroskopskim pregledom postavljena dijagnoza na osnovu nalaza inflamatornog celularnog
infiltrata

e postojanje klinickog odgovora na antiinflamatorne i imunosupresivne lekove

Definitivna dijagnoza IBC zahteva mikroskopski pregled uzorka sluznice
gastrointestinalnog sistema koji je dobijen biopsijom. Biopsijski uzorak neophodan za
definitivnu dijagnozu IBC moze se dobiti ili putem endoskopije ili hirurSkim putem -
laparatomijom. Izvodenje biopsije mukoze je jedini dijagnosticki postupak kojim se moze
obezbediti uzorak tkiva potreban za sigurno postavljanje dijagnoze IBD i za pruzanje
informacija za prognozu i individualizaciju terapije. Endoskopija je metoda izbora posto je
minimalno invazivna (Krsti¢ i sar., 2007), brzo se obavlja i od znac¢aja je da nije skupa.

Ovom metodom moguce je dobiti veci broj uzoraka koji se mogu koristiti kako za citoloska
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i histoloska ispitivanja tako i za imunohistohemijske analize. Veli¢ina biopsijskih uzoraka
kao 1 subjektivnost u interpretaciji rezultata su odlucujuéi faktori pri postavljanju dijagnoze
IBC.

Prepoznavanje 1 interpretacija zapaljenjskih promena iz uzoraka dobijenih
endoskopskom biopsijom mukoze gastrointestinalnog sistema, stavili su veterinarske
patologe pred veliki izazov. Fundamentalna pitanja u ovom dijagnostickom procesu jesu: -
da li je biopsijski uzorak kvantitativno i kvalitativno odgovarajué¢i za postavljanje
dijagnoze, - sta je priroda zapaljenjske reakcije (limfocitno - plazmocitna, neutrofilna,
eozinofilna, granulomatozna ili piogranulomatozna), - koje jacine je zapaljenjska reakcija,
kao i - kada zapaljenjski odgovor moze biti prethodnica limfoidnih neoplazmi?

Kada se imaju u vidu ograni¢enja mikroskopskog istrazivanja delova tkiva obojenih
hematoksilin-eozin metodom, jasno je da bolju procenu pruza imunohistohemijski pregled
dopunjen rezultatima morfometrije. Danas su na raspolaganju softveri za morfometriju koji
na osnovu broja ¢elija specifi¢nih fenotipova po jedinici povrsine u lamini propriji (lamina
propria mucosae) ili u lamini epitelijalis mukoze (lamina epithelialis mucosae) mogu
ustanoviti suptilne promene celijskog sadrzaja u tkivu (Jergens, 1996). Medutim, malo je
verovatno da ¢e ovako dugotrajne i skupe procedure postati rutinska klinicka dijagnostika.

Patohitologija IBC pasa, tj. patohistolosko ispitivanje radi se zbog potrebe
razlikovanja normalnog od obolelog tkiva, da bi se opisala priroda i tezina promena na
tkivu 1 da bi se obezbedila tatna morfoloska i etioloska dijagnoza, ¢ime se poboljSava
formulacija odgovarajuce terapije i prognoza lecenja (Washabau i sar., 2010).

Neke patohistoloske dijagnoze na tkivnim uzorcima creva se relativno lako postave
(napr. adenocarcinoma). Nasuprot tome, interpretacija zapaljenskih promena na sluznici
creva i razlikovanje tih promena od alimentarnog limfoma, znatno je kompleksnija.
Karakterizacija gastrointestinalnog zapaljenja do nedavno je bila otezana zbog nedostatka
prihvacenih, standardnih kriterijuma za procenu histopatoloskih promena u tkivhom
uzorku.

U toku proteklih 20 godina, viSe nezavisnih grupa razvilo je i primenilo sisteme
klasifikacije koji definiSu prirodu i tezinu gastrointestinalnih inflamatornih promena
(Miinster i sar., 2006; Zentek i sar., 2002; Kull i sar., 2001; Baez i sar., 1999; Jergens i sar.,
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1999; Stonehewer i sar., 1998; Yamasaki i sar., 1996; Spinato i sar., 1990; Roth i sar.,
1990). U ve¢ini ovih studija, priroda gastrointestinalnih zapaljenja odredivana je primarno,
nekada i jedino, na osnovu dominantne populacije ¢elija zapaljenja (na primer: limfocita,
plazma ¢elija, eozinofilnih granulocita, neutrofilnih granulocita, makrofaga) u lamini
propriji mukoze. U mnogo slu¢ajeva morfoloSke i citoarhitektonske promene epitela i
mukoze bile su potcenjene. Tezina gastrointestinalnog zapaljenja obi¢no je gradirana
Cetvorostepeno (normalno, blago, umereno i znacajno). lako ovaj pristup izgleda logican,
specificni kriterijumi definisani od strane razlicitih grupa znacajno se razlikuju, tako da je
bilo nemoguce uporediti patohistoloske promene u razli¢itim studijama (zbog razlicitih
kriterijuma). Cak i kada su primenjeni specifi¢ni kriterijumi javljaju se sustinske varijacije
u patohistoloskim interpretacijama promena na uzorcima tkiva. Willard i saradnici (2002)
izveStavaju u svom c¢lanku o nedostatku uniformnog nalaza u 50% uzoraka dobijenih
biopsijom, a ispitanih od strane pet razliitih patologa. Ovakve interpretativne varijacije
predstavljale su problem za rutinsku dijagnozu IBC i drugih gastrointestinalnih obolenja
kao i1 za pracenje procesa bolesti kod pacijenata koji su podvrgnuti endoskopiji nakon
primenjene terapije. Stavise, multicentriéni dijagnosticki i terapeutski klini¢ki ogledi nisu
bili moguc¢i sa ovakvom varijabilno$¢u histopatoloskih interpretacija (Washabau i sar.,
2010). Zbog toga je grupa za gastrointestinalnu (Gl) standardizaciju, uz podrsku WSAVA
(engl. World Small Animal Veterinary Association), razvila dijagnosticke i terapeutske
standarde gastrointestinalnih bolesti kod pasa i macaka. WSAVA i Grupa za Gl
standardizaciju razvili su model u nadi da ¢e on biti kriticki procenjen u profesionalnim
krugovima 1, nakon toga, biti prihvacen kao medunarodni standard za definiciju
inflamatornih promena u gastrointestinalnom sistemu pasa i macaka. Jedan od prvih
zadataka ove grupe bio je uspostavljanje konsenzusa o normalnoj histolo§koj morfologiji
gastrointestinalnog sistema, sa namerom daljeg razvijanja patohistoloskih standarda koji
opisuju prirodu i tezinu zapaljenja sluznice creva uz pratece morfoloske promene.
Normalna histoloska morfologija gastrointestinalnog sistema pasa moze donekle
varirati pod uticajem Zivotnog doba i zrelosti tkiva (Baum i sar., 2007; Paulsen i sar., 2003),
zatim nacina ishrane i toka lecenja. Usled toga ceo problem se moze smatrati prilicno

kontraverznim. Nedostatak saglasnosti o normalnoj histoloskoj morfologiji bio je jedan od
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razloga za pogresne dijagnoze gastrointestinalnog zapaljenja kod mnogih pasa. Grupa za Gl
standardizaciju koristila je pristup koji se zasniva na ¢vrstim medicinskim dokazima da bi
uspostavila referentne okvire za normalan histoloski nalaz u gastrointestinalnom sistemu
pasa i macaka.

Sluznica duodenuma pasa je bila predmet prucavanja brojnih studija. Osobine
sluznice duodenuma pasa su procenjivane morfometrijskim i imunohistohemijskim
metodama (Janeczko i sar., 2008; Waly i sar., 2001; German i sar., 1999; Hart i sar., 1978).
Normalna duzina resica kod odraslog psa iznosi 722 = 170 um, normalna dubina Kripte
iznosi 1279 + 203 um, a normalni odnos duzine resica prema Kripti iznosi 0,68 + 0,30
(Janeczko, 2008; Paulsen i sar., 2003; Hart i sar., 1978). Kod zdravih pasa srednji broj
peharastih ¢elija je 3,6 + 3,56 po duzini od 100 vilusnih enterocita, i 9,3 + 3,09 peharastih
¢elija po 100 kriptalnih enterocita (German i sar., 1999). Intraepitelnih limfocita (IEL) u
resicama kod pasa broj¢ano je manje nego kod macaka. Taj odnos kod pasa iznosi 20,6 +
9,5 na 100 enterocita, a kod macaka 47,8 = 11,7 na 100 enterocita. Ali, broj kriptalnih IEL
kod pasa (5,2 = 2,3 na 100 enterocita), slican je onom kod macaka (4,6 = 1,7 na 100
enterocita) - Waly i sar., 2001. Kod pasa, ukupan broj leukocita ve¢i je u kriptalnoj lamini
propriji (156,3 + 24,9 na 10.000 um?) nego u lamini propriji na bazi resice (1283 + 26,6 na
10.000 pm?) ili u lamini propriji na vrhu resice (100,7 + 43,89 na 10.000 um?) - Gomez i
sar., 1977. Sli¢no tome, u predelu laminae propriae kripte, kod pasa, ima vise eozinofilnih
granulocita (9,8 + 7,51 na 10.000 pm?) nego u lamini propriji na bazi resice (3,7 + 3,52 na
10.000 pm?) ili na vrhu resice (3,8 + 6,06 na 10.000 um?) - German i sar., 1999.
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Morfoloski kriterijumi uspostavljeni su u cilju bolje procene prirode i tezine
zapaljenja sluznice duodenuma.

Patohistoloski standardi koji opisuju prirodu 1 tezinu =zapaljenja Sluznice
duodenuma, a baziraju se na morfoloskim i zapaljenskim kriterijumima navedeni su u tabeli

6.

Tabela 6. Morfoloske i zapaljenjske promene tipi¢ne za sluznicu duodenuma pasa

Morfolo$ki kriterijumi Zapaljenjski kriterijumi

Promene na crevnim resicama Intraepitelni limfociti u lamini epitelijalis
mukoze

Ostecenje epitela Limfociti i plazma ¢elije u LPM

Prosirenje kripti Eozinofilni granulociti u LPM

Dilatacija glavnog limfnog suda - lakteala Neutrofilni granulociti u LPM

Fibroza mukoze

Legenda: LPM — lamina proprija mukoze (lamina propria mucosae)

Day i saradnici su 2008 godine predlozili patohistoloske standarde koji bi olaksali
postavljanje dijagnoze IBC kod pasa u biopsijskim uzorcima creva. Posmatrane su promene
na crevnim resicama, na epitelu, na kriptama, na limfnim sudovima resica (laktealima) kao
i fibrozne promene na sluznici. Navedene promene su standardizovane odredjenim
parametrima, a to je prikazano na slede¢im tabelama: tabela 7, tabela 8, tabela 9, tabela 10 i
tabela 11.
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Tabela 7. Promene na crevnim resicama

Normalna sluznica

Dugacke, tanke, uniformne resice kada je presek longitudinalan. Procena duzine resica je moguca

samo kod pravilne orjentacije uzorka tkiva dobijenog biopsijom.

Blage promene na resicama

Duzina resica je redukovana na 75% normalne duzine. Neke resice su povecane debljine. Nisu

uniformne.

Umerene promene na resicama

Duzina resica je redukovana na 50% normalne duZzine. Neke resice su povecane debljine, a neke su

se spojile medusobno (fuzionisale su Se).

Znacajne promene na resicama

Duzina resica je redukovana na < 25% normalne duzine. Intenzivno fuzionisanje resica. Povrsina

sluznice moze u teskim sluc¢ajevima biti sravnjena.

Tabela 8. Promene na epitelu

Normalna sluznica

Jednoslojan cilindri¢an epitel. Kod pasa normalan broj peharastih ¢elija je u proseku 3 na 100

enterocita.

Blago oStecenje epitela

Proredenost ¢elija, degeneracija, vakuolizacija u fokalnim Zaristima povrSinskog epitela.

Umereno oSte¢enje epitela

Uocljivije degenerativne promene sa fokalnim gubitkom epitela.

Znacajno oStecenje epitela

Rasirene ulceracije epitela.
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Tabela 9. Promene na kriptama

Normalna sluznica

Uniformne, uzane kripte orjentisane perpendikularno na povrsSinu. Cilindri¢an epitel sa ponekom
peharastom ¢elijom (kod psa otprilike 9 na 100 enterocita). Dilatacija kripti je u granicama

normale.

Blago proSirenje kripti

Preko 10% kripti na preseku je proSireno, nepravilnog oblika ili sadrzi u lumenu eozinifilni

materijal ili degenerisane neutrofilne granulocite (ova pojava se oznacava kao apsces kripte).

Umereno proSirenje kripti

Preko 25% kripti na preseku je prosireno, iskrivljeno ili su prisutni apscesi.

Znacajno prosirenje kripti

Preko 50% kripti na preseku je proSireno, iskrivljeno ili su prisutni apscesi.

Tabela 10. Promene na limfnim sudovima resica — laktealima

Normalna sluznica

Centralni lakteal, zahvata oko 25% laminae propriae crevne resice po §irini, na uzduznom preseku.

Blaga laktealna dilatacija

Centralni lakteal je proSiren, zahvata oko 50% laminae propriae crevne resice po Sirini, na

uzduznom preseku. Resice uglavnom $ire nego normalno.

Umerena laktealna dilatacija

Centralni lakteal je proSiren, zahvata oko 75% laminae propriae crevne resice po Sirini, na

uzduznom preseku. Resice uglavnom $ire nego normalno.

Znacajna laktealna dilatacija

Centralni lakteal je znacajno uvecan i zahvata skoro 100% laminae propriae resice. Preostala
lamina propria, gde se uocava, je edematozna. Resice su znaCajno prosirene, posebno na

vrhovima, dajuci vrecast izgled.
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Tabela 11. Fibrozne promene na sluznici

Normalna sluznica

Uzane trake strome, od 1 do 2 fibroblasta u §irinu, razdvajaju kripte.

Blaga fibroza sluznice

Kripte razdvojene trakama strome, do 5 fibroblasta u Sirinu.

Umerena fibroza sluznice

Kripte razdvojene trakama strome, do 10 fibroblasta u Sirinu. Kripte variraju u S§irini, neke su

atroficne.

Znacajna fibroza sluznice

Kripte razdvaja matriks kolagena, > 10 fibroblasta u Sirinu. Kripte mogu biti atrofi¢ne ili potpuno

nestale 1 zamenjene fibroti¢nim matriksom.

Kriterijumi za procenu inflamacije uspostavljeni su u cilju boljeg razumevanja
stepena oSteCenja zida duodenuma. Day i saradnici su 2008 godine proucavali
zastupljenost: intraepitelnih limfocita u lamini epitelijalis mukoze (lamina epithelialis
mucosae) crevnih resica, limfocita i plazma celija u lamini propriji mukoze (lamina propria
mucosae), eozinofilnih granulocita u lamini propriji mukoze (lamina propria mucosae) kao
i neutrofilnih granulocita u lamini propriji mukoze (lamina propria mucosae). Isti autori su
predlozili patohistoloske standarde, a koji su prikazani na sledecim tabelama: tabela 12,
tabela 13, tabela 14 i tabela 15.
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Tabela 12. Prisustvo intraepitelnih limfocita - IEL u epitelu crevnih resica

Normalna sluznica

Normalan broj IELje oko 5-10 IEL, na posmatranim poljima uniformne veli¢ine na epitelu crevnih

resica.

Blag porast u broju intraepitelnih limfocita

Blagi porast u broju na 20-30 IEL na posmatranim poljima uniformne veli¢ine na epitelu crevnih

resica. Uglavnom se uo€avaju individualne celije.

Umeren porast u broju intraepitelnih limfocita

Otprilike 30-50 IEL na posmatranim poljima uniformne veli¢ine na epitelu crevnih resica. Celije se

mogu naci i fokalno u grupama.

Znacajan porast u broju intraepitelnih limfocita

Oko 50-100 IEL na posmatranim poljima uniformne veli¢ine na epitelu crevnih resica. Celije se

nalaze u grupama (grozdovima).

Tabela 13. Prisustvo limfocita i plazma ¢elija u lamini propriji (lamina propria mucosae)

Normalna sluznica

U LPM resice oko 25% podrucja u posmatranim poljima moze biti zauzeto limfocitima i plazma

¢elijama. Izmedu kripti se mogu naci 1-2 limfocita i plazma celije.

Blag porast broja limfocita i plazma ¢elija u LPM

Limfociti i plazma celije mogu da okupiraju 25-50% podru¢ja lamine proprije resice u

posmatranim poljima. Kripte mogu biti razdvojene sa do 5 limfocita i plazma celija.

Umeren porast broja limfocita i plazma ¢éelija u LPM

Limfociti i plazma c¢elije mogu da okupiraju 50-75% podruéja lamine proprije resice u

posmatranim poljima. Kripte mogu biti razdvojene sa do 10 limfocita i plazma Celija.

Znadajan porast broja limfocita 1 plazma éelijau LPM

Limfociti i plazma celije mogu da okupiraju 75-100% podru¢ja lamine proprije resice u

posmatranim poljima. Kripte mogu biti razdvojene sa do 20 limfocita i plazma Celija.

Legenda: LPM — lamina proprija mukoze (lamina propria mucosae)
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Tabela 14. Prisustvo eozinofilnih granulocita u u lamini propriji (lamina propria mucosae)

Normalna sluznica

Normalan broj eozinofilnih granulocita je oko 2-3 ¢elije u posmatranim poljima. Eozonofilni

granulociti mogu biti brojniji kod mladih zivotinja.

Blag porast broja eozinofilnih granulocita u LPM

Blago povecanje broja eozonofilnih granulocita je do oko 5-10 ¢elija u posmatranim poljima.

Mononuklearne ¢elije su dominantna populacija ¢elija.

Umeren porast broja eozinofilnih granulocita u LPM

Umereno povecanje broja eozonofilnih granulocita do oko 10-20 u posmatranim poljima.

Mononuklearne ¢elije ipak dominiraju u tkivnoj populaciji leukocita ili im broj moze biti slican.

Znacajan porast broja eozinofilnih granulocita u LPM

Eozonofilni granulociti dominiraju u tkivnoj populaciji leukocita.

Legenda: LPM — lamina proprija mukoze (lamina propria mucosae)

Tabela 15. Prisustvo neutrofilnih granulocita u u lamini propriji (lamina propria mucosae)

Normalna sluznica

Neutrofilni granulociti nisu prisutni.

Blago povecanije broja neutrofilnih granulocita u LPM

Blagi infiltrat (5-10 neutrofilnih granulocita po vidnom polju) u lamini propriji. Mononuklearne

¢elije dominaniraju.

Umereno povecéanje broja neutrofilnih granulocita u LPM

Blagi infiltrat (20-30 neutrofilnih granulocita po vidnom polju) u lamini propriji gde mogu da im

se pridruze makrofagi. Neutrofilni granulociti i mononuklearne ¢elije prisutne u istom broju.

Znadajno povecanje broja neutrofilnih granulocita u LPM

Neutrofilni granulociti su dominantna populacija u vidnom polju i nije ih lako izbrojati. Mogu im

se pridruziti makrofagi.

Legenda: LPM — lamina proprija mukoze (lamina propria mucosae)

40




Na tabelama, i to od tabele 7 do tabele 15, sve promene su definisane na nivou
uvecanja mikroskopom od 40 puta.

Koris¢eno je prosto numeri¢ko oznacavanje stepena patohistoloskih promena gde je
normalno = 0; blago = 1; umereno = 2; znacajno = 3. Na ovaj nacin je omoguceno

dobijanje opsteg histoloskog rezultata za tkivo od interesa.
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3. CILJEVI | ZADACI

Cilj ove disertacije je ispitivanje i korelacija klinickih manifestacija, morfoloskih i

imunofenotipskih karakteristika limfocitno - plazmocitnog duodenitisa pasa.

U cilju izu€avanja klini¢kih manifestacija, postavljeni su slede¢i zadaci:

e Ispitivanje vrednosti klini¢kih, hematoloskih i biohemijskih parametara koji

omoguéavaju izraCunavanje vrednosti klini¢kih indeksa: CIBDAI i CCECAI
e Radioloska i ultrazvuéna dijagnostika

e Endoskopska ispitivanja duodenuma i izvodenje endoskopske biopsije

U cilju razjasnjenja morfogeneze limfocitno - plazmocitnog duodenitisa pasa, postavljeni

su slede¢i zadaci:

e Patohistoloska ispitivanja tkivnih uzoraka duodenuma uzetih endoskopskom
biopsijom

e Odredivanje distribucije CD3+ (T) i CD79+ (B) limfocita u sluznici duodenuma
pasa obolelih od limfocitno - plazmocitnog duodenitisa

o StatistiCka korelacija klini¢kih 1 morfoloSkih manifestacija bolesti
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4. MATERIJAL | METODE

4.1. MATERIJAL

Ispitivanja su obuhvatila 54 obolela psa, oba pola, uzrasta od 5 meseci do 14
godina, razli¢itih rasa, koji su bili pacijenti ambulantne klinike Fakulteta veterinarske
medicine (FVM). U ispitivanje je ukljuceno 1 6 zdravih pasa koji su sluzili kao kontrola.
Prema anamnestickim podacima, svi oboleli psi su duze od tri nedelje ispoljavali simptome
dijareje 1/ili povra¢anja, neuspesno su leCeni antibioticima i bili su slobodni od crevnih
parazita.

Nakon klini¢kog pregleda Zivotinje, uzorkovanja krvi za hematoloske i biohemijske
analize, uzorkovanja fecesa za koprolosko ispitivanje, raden je ultrazvucni pregled
zivotinje, radioloska ispitivanja digestivnog sistema, kao i endoskopski pregled tokom koga
su uzimani uzorci tkiva zida duodenuma endoskopski vodenom biopsijom.

Uzorci krvi i fecesa za hematoloska, biohemijska i koproloska ispitivanja slati su
odmah u laboratoriju klinike FVM. Biopsijski uzorci duodenuma (8 — 10 uzoraka po
zivotinji) odlagani su u bocice sa 10% formalinom 1 tako prosledivani u laboratoriju za

patologiju FVM.

4.2. METODE

Materijal je obraden odgovaraju¢im metodama u okviru:

e Kilinicke dijagnostke

e Hematoloskih ispitivanja
e Biohemijskih ispitivanja
e Koproloskog ispitivanja

e Ultrazvucne dijagnostike
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¢ Radioloskog ispitivanja

e Endoskopskog ispitivanja uz izvodenje endoskopske biopsije
e Patohistoloskih ispitivanja

e Imunohistohemijskih ispitivanja

e StatistiCke analize

KLINICKA ISPITIVANJA. Kori$¢eni su metodi adspekcije, palpacije, auskultacije
1 termometriranje. Habitus Zivotinje je konstatovan koriS¢éenjem metode adspekcije. Trijas
(pokazatelj vitalnih funkcija organizma) je odredivan kori$¢enjem svih navedenih metoda.

Termometriranjem je konstatovana telesna temperatura zivotinja.

HEMATOLOSKA ISPITIVANJA. Nakon pripreme koZe, uzorkovanje krvi vrieno
je iz cefali¢ne (vena cephalica) ili jugularne vene (vena jugularis) u vacutainer posude sa
antikoagulansom (EDTA). Hematoloske analize uradene su uz pomo¢ automatskog
hematoloskog analizatora (Abacus Junior Vet Hematology Analyzer SN130612, Hungary)

u modu predvidenom za pse.

BIOHEMIJSKA ISPITIVANJA. Krv namenjena za biohemijska ispitivanja, takode,
je uzorkovana iz cefali¢ne (vena cephalica) ili jugularne vene (vena jugularis) u vacutainer
posude bez antikoagulansa. Nakon koagulisanja krvi, izvrSeno je centrifugovanje i
izdvajanje seruma, u kome su uz pomo¢ poluautomatskog biohemijskog spektrofotometra
(Vet evolution - Biochemical System International VVT00300, Italy) odredeni sledeci
parametri: aspartat aminotransferaza (AST), alanin transaminaza (ALT), alkalna fosfataza

(AP), ukupni proteini i albumini.
KOPROLOSKA ISPITIVANJA - KOPROSKOPIJA. lzmet namenjen kako

makroskopskom tako 1 mikroskopskom pregledu, sakupljan je 72 sata i drzan u frizideru do

ispitivanja.
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Makroskopski su posmatrani: konzistencija, boja, miris fecesa kao i prisustvo
stranih primesa - krvi, sluzi, gnoja, ¢itavih helminata ili njihovih delova.

Mikroskopska ispitivanja bazirala su se na kvalitativnoj metodi flotacije.
Flotacijom, rastvorima velike gustine, postiZe se izdvajanje parazitskih elemenata iz izmeta
i njihovo koncentrisanje u veoma maloj zapremini. Kao rastvori za flotaciju u rutinskoj
dijagnostici koriste se zasi¢eni vodeni rastvor natrijum-hlorida i zasi¢eni vodeni rastvor
cink-sulfata. Prvi rastvor je manje gustine (1180 — 1200 g/l) i u stanju je da isflotira tzv.
laka jaja helminata i veéinu oocista kokcidija. Rastvor cink-sulfata (gustina 1400 g/l)
primenjuje se za flotiranje tzv. teSkih jaja helminata. Jaja parazita Toxocara canis spadaju u
laka jaja. Jaja parazita Trichuris vulpis spadaju u teska jaja.

Za izvodenje metode flotacije koristi se sledeci pribor: rastvor za flotaciju, posude
za rastvaranje izmeta, cediljka, epruvete sa stalkom, predmetnice i pokrovnice. Postupak
rada je sledeci: 5 — 10 g izmeta se isitni i homogenizuje u rastvoru za flotaciju, procedi kroz
cediljku i sadrzaj prespe u epruvete, formira se konveksan nivo tecnosti tako da pokrovnica
koja se odmah postavi u potpunosti naleze na povrsinu suspenzije. Po isteku 20 — 30 minuta
ocitavaju se rezultati.

»SensPERT Giardia Test Kit“ (IDEXX Ilaboratories, USA), funkcioniSe na
principima imunohromatografije, a namenjen je za detektovanje antigena Giardia lamblia u
fecesu. Dva antitela (At) u kitu se specificno vezuju za razlicite epitope antigena (Ag)
Giardia lamblia. Posto celulozna podloga upije antigene Giardia lamblia, oni migriraju
dok se ne vezu za antitelo koje se ve¢ nalazi u podlozi te tako nastaje kompleks antitelo —
antigen (At - Ag). Za taj kompleks se sada vezuje drugo antitelo iz podloge formirajuéi
sendvi¢ At - Ag - At §to se moze ocitati kao crtica na podlozi od celuloze na kojoj se izvodi

test.

ULTRAZVUCNA ISPITIVANJA. Za ultrazvuéni pregled koriséen je ultrazvuéni
aparat ALOCA 2000 i sonda od 5MHz.

Da bi se izveo ultrazvucni pregled, neophodna je prethodna priprema pacijenta koja
podrazumeva uskrac¢ivanje hrane od 12 do 24 sata pre pregleda. Pas se postavlja u ledni

polozaj sa maksimalno ispruzenim zadnjim ekstremitetima. Polje pregleda je prethodno
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pripremljeno brijanjem dlake. Po stavljanju gela na pripremljeno polje moze se pristupiti

ultrazvu¢nom pregledu.

RADIOLOSKA ISPITIVANJA. Za radioloski pregled je koriséen aparat SELENOS
4, EI NiS. Radioloska ispitivanja su ukljucila nativni rendgenski pregled abdomena i
specijalni rendgenski pregled duodenuma sa pozitivnim kontrastnim sredstvom (60%
vodena suspenzija barijum-sulfata).

Priprema pacijenta za pregled se sastojala u jednodnevnom gladovanju, bez
ograni¢avanja uno$enja te¢nosti. Aplikovana je klizma od 2 do 4 ¢asa pre pregleda, u cilju
evakuacije crevnog sadrzaja.

Aplikacija pozitivnog kontrasta se moze izvrsiti ako je, neposredno pre aplikacije
kontrasta, zivotinji stavljen u usta ,,drveni zalogaj“. ,,Drveni zalogaj“ se fiksira za donju i
gornju vilicu, a prilagoden je izgledu tvrdog nepca i veli¢ini usne duplje pacijenta. Kroz
fiksirani ,,zalogaj* se plasira gumena sonda u visini farinksa. Pomeranjem sonde napred -
nazad, nadrazi se sluzokoza, §to dovodi do akta gutanja i prolaska sonde u jednjak. Sonda
se zatim lagano potisne u zeludac. Po izvrSenoj kontroli da 1i je sonda u zelucu, tj.da nije
eventualno u traheji, lagano se aplicira kontrastno mleko. Koli¢ina aplicirane kase barijum -
sulfata iznosi 6 - 10 ml/kg telesne mase. Aplikacija se vrS$i pomocu brizgalice koja je
fiksirana za kraj sonde u porcijama 10 - 20 ml. Po zavrSenoj aplikaciji, sonda se izvlaci iz
jednjaka, skida se ,,zalogaj“ i nastavlja pregled.

Tehnicki uslovi za rendgenografiju podrazumevaju tacno odredenu kondiciju za
snimanje 1 definisane projekcije u kojima se snimanje vrsi. Kondicije za snimanje (KV i
mAs) su prilikom snimanja bile prilagodene veli¢ini svake Zivotinje. Projekcije za snimanje
su standardna LL (latero — lateralna) i VD (ventro — dorzalna) projekcija.

Koristili smo slede¢i vremenski program :

Prvi rendgenogram — nativni snimak, tj. pre davanja kontrasta

Drugi rendgenogram — neposredno po aplikaciji kontrasta

Tre¢i rendgenogram — 1 sat posle aplikacije kontrasta

Cetvrti rendgenogram — 3 - 4 sata posle aplikacije kontrasta
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e Peti rendgenogram — 5 - 6 sati posle aplikacije kontrasta

e Sesti rendgenogram — 24 sata posle aplikacije kontrasta
Ovaj vremenski program rendgenografije predstavlja nacelnu Semu za snimanje kod
pregleda digestivnog sistema pasa kao 1 drugih domacih karnivora. Nije uvek potrebno da

se nacini svih Sest rendgenograma.

ENDOSKOPSKA ISPITIVANJA. Za endoskopski pregled korisé¢en je endoskop sa
video kamerom STORC, koji se sastoji od endoskopa (preénika 9 mm), radnog kanala
(precnika 2,2 mm i duZine 140 cm) i izvora svetla. Za izvodenje endoskopske biopsije je
kori$éen biopser ,,aligator*.

Pre ovog zahvata obavezna je priprema pacijenta koja podrazumeva uskracivanje
hrane u periodu od 12 do 24 sata pre pregleda, kao i uskrac¢ivanje vode 4 sata pre pregleda.

Endoskopski pregled se izvodi u opstoj inhalacionoj anesteziji. Premedikacija se
postize intravenskom (i.v.) aplikacijom diazepama (u dozi od 0,5 mg/kg) ili i.v. aplikacijom
kombinacije midazolama (u dozi od 0,4 mg/kg) i butorfanola (u dozi od 0,2 mg/kg).
Indukcija se vrsi i.v. aplikacijom propofola (u dozi od 4 mg/kg), a nakon intubacije
odrzavanje opSte inhalacione anestezije se sprovodi izofluranom (u koncentraciji od 1,5%
do 2%).

Nakon uvodenja u anesteziju, Zivotinja se postavlja u levi bo¢ni polozaj, postavlja
se otvara€ za usta 1 pristupa se pregledu. Glava 1 vrat pacijenta su maksimalno ispruZeni,
endoskop je usmeren centralno kroz orofarinks i ide dorzalno do larinksa tako da se dobro
uocava kranijalni ezofagealni sfinkter. Ovaj sfinkter predstavlja ulaz u ezofagus, normalno
je zatvoren i vidi se kao naborana mukoza zvezdastog oblika. Insuflacijom vazduha i
blagim pritiskom vrha endoskopa na kranijalni ezofagealni sfinkter, vrh endoskopa lako
napreduje u vratni deo jednjaka. Po pregledu jednjaka i zeluca, endoskop se uvodi u
duodenum. Da bi se uslo u duodenum, vrh endoskopa treba dovesti do pilorusa. Pilorus se
otvara lakim pritiskom endoskopa uz povremenu insuflaciju vazduha i/ili ispiranje vodom,
Sto olakSava prolaz endoskopa u duodenum. Vrh endoskopa obi¢no izaziva prolazno
,crvenilo® zida pilorusa ili duodenuma pri prolasku kroz njih. Da bi se video lumen

duodenuma, insuflira se mala koli¢ina vazduha i vrh endoskopa se povuce za nekoliko
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milimetara unazad. Sluznica duodenuma tada postaje lako vidljiva pri ¢emu intestinalne
resice dobijaju izgled somota. Svetlost sa vrha endoskopa odbija se od vrhova resica, Cesto
daju¢i odsjaj. Pod blagim pritiskom, vrh endoskopa prolazi kroz lumen duodenuma koliko
je god moguce, uz minimalnu insuflaciju vazduha. Normalna peristaltika tankih creva
obi¢no olakSava dalji prolaz vrha endoskopa, a Cesto je potrebno 2 - 3 minuta da bi
endoskop stigao na zeljeno mesto. Ponekad endoskop zastane dok prolazi iz proksimalnog
duodenalnog segmenta u descendentni deo duodenuma.

Tkivni uzorci sluznice duodenuma uzimaju se endoskopski vodenom biopsijom.
Mukoza tankih creva nije kompaktna, te se uzorci uzimaju forcepsom koji na vrhu ima
Solje. Koristi se tehnika biopsije koja se vrsi tako $to se Solje forcepsa mogu otvoriti ¢im
produ vrh endoskopa. Forceps se gura napred dok se ne naide na otpor. Krvarenja su obi¢no
minimalna.

Biopsijski uzorci se, u odnosu na kvalitet uzorka, mogu klasifikovati na adekvatne,
marginalne i neadekvatne.

Biopsijom je uzimano 8 - 10 uzoraka tkiva od svakog psa. Uzorci tkiva su pazljivo
skidani sa biopsijskog forcepsa i pripremani na na¢in kojim se izbegavaju artefakti. Uzorak
je skidan sa forcepsa koris¢enjem hipodermalne igle, pri ¢emu se vodilo racuna da se ne
stvori artefakt istezanjem ili kidanjem mukoze. Uzorci su fiksirani u puferisanom

formalinu.

PATOHISTOLOSKA ISPITIVANJA. Uzorci duodenuma (8 - 10 tkivnih ise¢aka od
svakog psa) koji su dobijeni endoskopskom biopsijom, a odredeni za patohistoloska i
imunohistohemijska ispitivanja, fiksirani su u 10% neutralnom formalinu u trajanju od 48
sati do 72 sata. Posle fiksiranja tkivo je procesovano u automatskom tkivnom procesoru
(dehidratacija kroz seriju alkohola, prosvetljavanje u ksilolu, impregnacija parafinom) i
zatim uklopljeno u parafinske blokove sa mrezicom za biopsijske uzorke. Parafinski ise¢ci
debljine od 3 um do 5 um bojeni su rutinskom hematoksilin - eozin (HE) metodom.

Patohistoloska ispitivanja su ukljucila detaljan opis morfoloskih promena na
biopsiranim uzorcima sluznice duodenuma (promene na crevnim resicama, stepen ostecenja

crevnog epitela, postojanje prosirenja kripti, prisustvo dilatiranih limfnih sudova i fibroze)
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kao 1 pracenje zastupljenosti intraepitelnih limfocita (IEL), limfocita, plazma celija,

eozinofilnih granulocita i neutrofilnih granulocita u infiltratu sluznice.

IMUNOHISTOHEMIJSKA ISPITIVANJA. Imunohistohemijska ispitivanja su
vrSena na parafinskim iseCcima zida duodenuma, prethodno fiksiranim u formalinu.
KoriS¢ena je streptavidin - biotin imunohistohemijska metoda (LSAB2) u cilju izu¢avanja
ekspresije ¢elija pozitivnih na CD3+ (T limfocita) i CD79+ (B limfocita). Podaci o
razredenju primarnih antitela, inkubaciji i metodi demaskiranja antigena prikazani su u
tabeli 16.

Tabela 16. Primarna antitela koris¢ena za imunohistohemijske analize

Primarno antitelo Razredenje Inkubacija Demaskiranje
antigena
Monoclonal rabbit - | 1:50 60 minuta/18 C Citratni pufer pH =6
antihuman CD3 560W/21minut
(DAKO A 0452)
Monoclonal mouse - | 1:50 60 minuta/18 C Citratni pufer pH =6
antihuman CD79 560W/21minut
(DAKO M 7051)

U deparafinisanim 1 prosvetljenim tkivnim ise¢cima je najpre izvrSeno demaskiranje
antigena, maskiranih fiksiranjem u formalinu. Demaskiranje CD3 i CD79 antigena vrseno
je zagrevanjem u mikrotalasnoj pe¢i na S60W u trajanju od 21 minut, u citratnom puferu
pH = 6. Endogena peroksidaza blokirana je u 0,3% H,O, u metanolu, na temperaturi od
18°C u trajanju od 15 minuta. Sva ispiranja i razblazenja tokom reakcije radena su u PBS-u
pH = 7,2 - 7,4. Preinkubacija je vrSena u 10% normalnom kozjem serumu u PBS-u, u

trajanju od 20 minuta. Odmah zatim iseCci su inkubirani primarnim antitelima i
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odgovaraju¢im kitom za vizuelizaciju. Za detekciju je koris¢en kit: DAKO Cytomation
LSAB2 System-HRP (DAKO, K 0675). Antigen - antitelo kompleks koji je nastao u tkivu
postao je vidljiv primenom hromogena diaminobenzidina (DAB+, Dako, K3468) u trajanju
od 10 do 15 minuta. Na mestu pozitivne reakcije javlja se precipitat smede boje.
Kontrastiranje ise¢aka izvrSeno je u hematoksilinu (Mayer-ov hematoksilin) u trajanju od
nekoliko sekundi. Nakon bojenja iseCci su montirani pomocu vodenog medijuma za
montiranje Glycergel (Dako, C563). Kao negativna kontrola koris¢eni su istovetni tkivni
iseCci koji nisu tretirani primarnim antitelima. Kao pozitivna kontrola kori§¢eni su tkivni

ise€ci kod kojih je prethodno imunohistohemijski potvrdeno prisustvo ispitivanih antigena.

STATISTICKA ANALIZA. U statistickoj analizi dobijenih rezultata izvedenog
istrazivanja kao osnovne statisticke metode koristili smo deskriptivne statisticke parametre.
Ovi parametri su nam omogucili opisivanje dobijenih rezultata i njihovo tumacenje. Od
deskriptivnih statistickih parametara Kkoristili smo: aritmeticku sredinu, standardnu
devijaciju, standardnu gresku, interval varijacije 1 koeficijent varijacije. Prilikom testiranja i
utvrdivanja statisticki znacajnih razlika izmedu ispitivanih grupa koristili smo dva testa.
Prvi test koji smo korisrili, potpuno slu¢ajan plan (ANOVA), je grupni test i na osnovu
njega smo ustanovljavali postojanje signifikantnih razlika izmedu posmatranih grupa
ukupno. Drugi test koji je koriS¢en je pojedinacni, Tukey test ili t-test, pomocu kojih su
ustanovljavane statisticki signifikantne razlike izmedu grupa pojedinacno. Signifikantnost
razlika ustanovljavana je na nivoima znacajnosti od 5% i od 1%. Svi dobijeni rezultati
prikazani su tabelarno i graficki. StatistiCka analiza dobijenih rezultata uradena je u

statistiCkom paketu PrismaPad 4.00.
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5. REZULTATI ISTRAZIVANJA

5.1. KLINICKI NALAZ

OPSTI PREGLED

Anamneza

Uzeta je anamneza za svakog od 54 obolela psa. Ovako dobijeni podaci bili su

iskorisc¢eni za izraCunavanje klinickih indeksa CIBDAI i CCECAI. Podaci su navedeni u

tabelama 17, 18, 19 i 20.

Tabela 17. Podaci dobijeni anamnezom potrebni za izraCunavanje indeksa CIBDAI

Anamnesti¢ki | Skala Broj
podaci promena | Zivotinja
A Ponasanje 0 4

1 33

2 17

3 0
B Apetit 0 4

1 36

2 14

3 0

Anamnesti¢ki Skala Broj
podaci promena | Zivotinja
C Povracanje 0 19
1 35
2 0
3 0
D Konzistencija | 0 0
stolice
1 41
2 13
3 0
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Anamnesti¢ki Skala Broj
podaci promena | zivotinja
E Ucestalost 0 4
defekacije

1 24

2 26

3 0

Tabela 18. Izra¢unate vrednosti indeksa CIBDAI

Anamnesti¢ki Skala Broj

podaci promena

F Gubitak tezine | 0 3
1 36
2 15
3 0

Vrednost indeksa CIBDAI Broj pasa
0-3 3

4-5 11

6-8 29

>9 11

Za izracunavanje indeksa CCECAI, osim anamnestickih podataka navedenih u tabeli 17,

koriS¢eni su i anamnesti¢ki podaci navedeni u tabeli 19, kao i rezultati biohemijske analize

krvi (koncentracija serumskih aloumina) koji su navedeni u tabeli 22.
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Tabela 19. Dodatni anamnesticki podaci potrebni za izrac¢unavanje indeksa CCECAI

Anamnesti¢ki podaci Skala promena | Broj Zivotinja
G Koncentracija 0 49
serumskih albumina
1 5
2 0
3 0
H Ascites i periferni 0 54
edemi
1 0
2 0
3 0
| Pruritus 0 51
1 3
2 0
3 0

Posto je CCECAI izracunat kao zbir, tj. CCECAI=A+B+C+D+E+F+G+H+1,
uocava se da se vrednost CCECALI poklapa sa vrednoscu CIBDALI, kod svih osim kod 8 pasa.
Od toga, kod 5 pasa je koncentracija serum albumina izmedu 15 g/l i 19,9 g¢/l, te im je
vrednost parametra G jednaka jedinici. Kod 3 psa je uo¢ena poneka epizoda ¢eSanja te im je
vrednost parametra | jednaka jedinici. Takav rezultat i kod ovih osam pasa dovodi do

uvecanja njihovog indeksa CCECAI za 1 poen.
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Tabela 20. Izraunate vrednosti indeksa CCECAI

Vrednost indeksa CCECAI Broj pasa
0-3 3

4-5 9

6-8 31

9-11 10

>12 1
Habitus

Klinickim pregledom je ustanovljena loSa kondicija pasa kao 1 stanje loSe
uhranjenosti. Kod 51 od 54 ispitivana psa, konstatovan je gubitak tezine (tabela 17).
Konstitucija, telesna grada i1 polozaj tela u prostoru su bez osobenosti. Temperament je

izmenjen kod 50 od 54 zivotinja $to je prikazano u tabeli 17.

Trijas

Trijas je odreden na osnovu vrednosti za telesnu temperaturu, puls i1 disanje. Trijas

je bio u granicama normale kod svih Zivotinja.

SPECIJALNI PREGLED

Nakon opsteg pregleda Zivotinje, pristupilo se specijalnom pregledu, odnosno
detaljnom ispitivanju pojedinih organa i organskih sistema. Pri pregledu koze i dla¢nog
pokrivaca uocena su odredena odstupanja. Kod 47 pasa uocena je promena u elasti¢nosti
koze (proba se izvodi na ledima) i procenjena je dehidratacija od 5% do 10%. Pri pregledu
dla¢nog pokrivaca kod 48 pasa ustanovljeno je lakSe Cupanje dlake. Pri pregledu ostalih

organa i organskih sistema nisu uoc¢ene promene.
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5.2. HEMATOLOSKI NALAZ

Vrednosti hematoloskih parametara kod ispitivanih pasa, kao i referentne vrednosti

za zdrave pse prikazani su u tabeli 21.

Tabela 21. Vrednosti hematoloskih parametara kod ispitivanih pasa kao i referentne
vrednosti za zdrave pse

Psi su, radi bolje preglednosti, razvrstani na osnovu kasnije postavljene patohistoloske
dijagnoze. Za prva 3 psa (sa brojevima 1-3) postavljena je dijagnoza eozinofilnog
duodenitisa, za narednih 46 je postavljena dijagnoza limfocitno - plazmocitnog duodenitisa
(od toga kod 2 psa sa rednim brojevima 4 i 5 dominiraju plazma celije, kod pasa sa
brojevima od 6 do 36 dominiraju limfociti, kod 13 pasa obelezenih brojevima od 37 do 49
uocen je meSoviti limfocitno - plazmocitni infiltrat), dok je kod 5 pasa sa brojevima od 50
do 54, postavljena dijagnoza kataralnog duodenitisa. Sest pasa sa brojevima od 55 do 60

predstavljaju kontrolnu grupu.

Leukociti Limfociti Eozinofili Eritrociti
x 101 x 101 % x 10™%/1
Referentne | 6-17 1-4,8 0-2 5,5-8,5
vrednosti
Pas 1 10,95 2,9 3,5 6,62
2 16,81 4,1 4.9 6,85
3 12,02 3,8 4,2 5,98
4 17,10 52 2,2 6,23
5 18,95 5,6 2,1 6,12
6 17,95 54 0,1 7,59
7 17,98 55 0,3 7,20
8 19,75 5,9 0,2 6,90
9 20,12 7,2 0,2 6,79
10 18,72 6,1 0,1 6,95
11 18,95 6,2 0,1 6,02
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12 19,02 7,1 0,9 6,75
13 17,68 53 0,5 7,20
14 19,21 6,1 0,2 7,15
15 18,05 6,0 0,1 7,12
16 19,63 6,9 0,5 6,73
17 19,82 6,9 0,7 6,09
18 18,51 6,5 0.2 7,90
19 20,02 7,5 0,3 7,15
20 19,03 7,1 0,1 7,70
21 19,59 6,9 0,1 6,72
22 18,95 6,1 0,5 6,49
23 18,35 7,5 0,5 6,98
24 18,21 6,9 0,1 7,02
25 17,95 7,2 0,3 7,65
26 19,97 7,3 0,2 7,01
27 19,64 7,2 0,1 6,20
28 18,95 6,8 0,2 6,63
29 18,75 6,6 0,4 6,72
30 17,52 4,9 0,1 7,18
31 18,12 54 0,5 6,95
32 18,53 55 0,3 7,74
33 18,02 5,3 0,2 7,95
34 18,21 59 0,1 8,05
35 19,50 6,8 1,2 6,96
36 20,72 7,1 1,5 5,65
37 21,65 8,5 0,1 5,70
38 22,05 9,1 0,9 6,12
39 19,73 6,8 0,1 6,05
40 23,05 8,1 0,2 5,95
41 21,92 6,8 0,5 6,28
42 19,01 6,9 0,1 6,33
43 22,12 6,7 0,5 5,92
44 21,15 8,1 0,6 5,80
45 18,03 6,9 0,1 5,75
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46 21,12 7,8 0,7 6,51
47 20,25 6,9 0,2 7,21
48 17,95 58 0,3 6,98
49 19,25 7,8 0,2 6,12
50 16,90 4,5 0,1 7,29
51 17,95 3,9 0,2 8,10
52 18,12 4,2 0,1 7,65
53 18,15 4,9 0,1 7,35
54 19,02 3,8 0,1 6,08
55 9,05 3,5 0,2 6,95
56 12,01 2,7 0,4 7,67
57 6,52 4,7 0,2 5,70
58 18,12 2,5 11 8,20
59 10,70 1,5 0,5 7,53
60 12,98 4,0 0,2 6,82

5.3. BIOHEMIJSKI NALAZ

Rezultati biohemijskih analiza prikazani su u tabeli 22.

Tabela 22. Rezultati biohemijske analize krvi ispitivanih pasa, kao i referentne vrednosti za
zdrave pse

Psi su, radi bolje preglednosti, razvrstani na osnovu kasnije postavljene patohistoloske
dijagnoze. Za prva 3 psa (sa brojevima 1-3) postavljena je dijagnoza eozinofilnog
duodenitisa, za narednih 46 je postavljena dijagnoza limfocitno - plazmocitnog duodenitisa
(od toga kod 2 psa sa rednim brojevima 4 1 5 dominiraju plazma celije, kod pasa sa
brojevima od 6 do 36 dominiraju limfociti, kod 13 pasa obeleZenih brojevima od 37 do 49
uocen je meSoviti limfocitno - plazmocitni infiltrat), dok je kod 5 pasa sa brojevima od 50
do 54, postavljena dijagnoza kataralnog duodenitisa. Sest pasa sa brojevima od 55 do 60

predstavljaju kontrolnu grupu.
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ALT AST AP Ukupni Albumini
proteini

Referentne 10-50 U/L 10-58 U/L do190 U/L 50-80 g/L 28-40 g//L
vrednosti

1 38 18 90 55 35
2 12 26 78 55 32
3 25 47 85 53 32
4 42 50 146 52 29
5 49 55 164 53 29
6 39 49 50 50 29
7 16 27 83 51 29
8 27 21 25 47 26
9 38 40 158 39 19
10 48 50 91 45 26
11 37 36 95 46 26
12 23 30 109 45 26
13 12 21 99 52 29
14 21 15 41 51 27
15 29 31 23 51 30
16 34 20 25 51 27
17 42 45 115 45 25
18 25 29 150 50 29
19 38 40 132 45 24
20 15 20 90 42 25
21 18 21 89 42 25
22 26 24 70 45 26
23 42 49 56 40 26
24 36 45 120 39 25
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25 12 21 9% 41 27
26 45 30 112 39 23
27 38 41 65 40 25
28 27 29 48 41 25
29 22 29 93 48 27
30 35 41 132 53 30
31 39 38 21 45 27
32 38 35 48 52 27
33 15 12 95 55 29
34 38 21 74 56 31
35 22 29 67 40 26
36 12 41 80 41 24
37 27 20 120 38 18
38 49 40 75 40 21
39 36 31 112 38 26
40 37 24 130 37 18
41 16 25 96 39 19
42 42 29 78 50 29
43 15 21 115 39 19
44 21 12 56 41 22
45 45 28 81 50 27
46 23 45 57 40 21
47 18 36 48 43 26
48 19 25 105 54 29
49 26 18 98 51 29
50 39 29 80 55 31
51 23 50 95 52 30
52 27 24 47 56 32

59



53 48 41 78 65 32
54 26 12 96 70 35
55 37 23 121 65 31
56 27 39 73 72 38
57 39 45 96 55 30
58 22 12 118 76 37
59 12 38 54 58 33
60 42 39 38 69 36

Rezultate ispitivanja biohemijskih parametara krvi pasa obolelih od LPD i kontrolne

grupe pasa mozemo predstaviti i na nacin prikazan u tabeli 23.

Tabela 23. Rezultati ispitivanja biohemijskih parametara krvi pasa obolelih od LPD

(obelezeni kao LPD psi) 1 kontrolne grupe pasa

Ukupni o
ALT AST AP o Albumini
proteini
(un ({1870)) ((1870)) (g/L)
(9/L)
LPD psi a a
29.87 31.28 87.67 45.48 25.70
X Kontrolna a a
29.83 32.67 83.33 65.83 32.50
grupa
LPDpst | 1104 11.07 36.33 5.605 3.379
Sb Kontrolna
11.58 12.50 34.07 8.134 3.507
grupa
LPD psi
1.657 1.632 5.357 0.8263 0.4982
SE
Kontrolna
4,729 5.103 13.91 3.321 1.432
grupa
LPD psi
CV (%) 37.63 35.39 41.44 12.32 13.15
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Kontrolna
38.83 38.27 40.88 12.36 10.79
grupa
LPD psi
12 12 21 37 18
xmin
Kontrolna
12 12 38 55 28
grupa
LPD psi
49 55 164 56 31
xmax
Kontrolna
42 45 121 76 37
grupa

Ista slova pokazuju statisticki znacajnu razliku izmedu obolelih pasa i pasa iz kontrolne

grupe za ukupne proteine i albumine. Slovo a = p <0,01.

5.4. KOPROLOSKI NALAZ

lako je jedan od kriterijuma pri odabiru pasa, za potrebe ovog istraZzivanja, bio

negativan test na prisustvo crevnih parazita, uradene su ponovne analize na prisustvo

parazita Toxocara canis, Trichuris vulpis i Giardia lamblia. Rezultati su prikazani u tabeli

24,

Tabela 24. Rezultati koproloSkog istrazivanja

Broj zivotinja kod kojih su u fecesu nadena

jaja Trichuris vulpis

Broj Zivotinja kod kojith je u fecesu
potvrdeno  prisustvo antigena Giardia

lamblia

Broj Zivotinja kod kojih su u fecesu nadena

jaja Toxocara canis

Broj zivotinja kod kojih nisu pronadeni

paraziti

60
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5.5. ULTRAZVUCNI NALAZ

5.5.1. Kontrolna grupa

Ultrazvuéni nalaz kod pasa kontrolne grupe je bio bez osobenosti.

5.5.2. Oboleli psi

Ultrazvuéni pregled abdomena je obavljen kod 54 obolela psa. Ultrazvuc¢nim
pregledom creva, kod obolelih pasa zapazen je valovit izgled zida duodenuma (slika 1).
Kod 40 pasa mukoza je izrazito hipoehogena i debljina zida je oko 6 mm. Kod 5 pasa je
debljina zida tankih creva u granicama normale (oko 3 mm). Kod 3 psa se zapazaju sitna
zrnasta belicasta polja na zadebljalom zidu creva, a debljina zida creva je oko 6 mm (slika
2).

Slika 1. Uvecana debljina zida creva
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Slika 2. Valovit izgled zida duodenuma
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5.6. RADIOLOSKI NALAZ

5.6.1. Kontrolna grupa

Rendgenski nalaz kod pasa kontrolne grupe je bio bez osobenosti.

5.6.2. Oboleli psi

Na rendgenskim snimcima duodenuma uradenim u VD i LL projekciji uz upotrebu
pozitivnog kontrasnog sredstva ustanovili smo spasti¢nost i neujednacenost lumena creva
kod svih ispitivanih jedinki, a naro€ito kod 46 slucajeva.

U najvecem broju slucajeva promene su dijagnostikovane bulbarno, granica metalne
senke barijum sulfata sa okolnim senkama mekog tkiva je narezuckana, diskontinuirana i
magliCasta. Reljef sluzokoze je deformisan zbog postojanja spazma i edema, pa ona dobija
mramorisan izgled usled barijumskih depozita prilepljenih uz hipertroficne nabore mukoze.
Zbog prisustva sluzi, krvi i deskvamiranog epitela, zapazena je pahuljasta flokulacija
(fragmentacija) kontrastne smesSe na sloj sluznog pokrivaca, sa duplom konturom zida
duodenuma.

Kod 3 psa kod kojih je postojala osnovana sumnja na limfangiektaziju, ustanovljene
su slede¢e promene: laka dilatacija lumena, minimalna segmentacija, a uvecani folikuli su
davali utisak da je sluzokoza pseudo-polipoidnog ili nodularnog izgleda. Akumulacija gasa
u vidu transparentnih polja, bila je redovan pratlac ovih zapaljenskih promena.

Osim morfoloskih, rendgenskom dijagnostikom su ustanovljeni i motorni i
sekretorni poremecaji dvanaestopalacnog creva. Oni su se manifestovali njegovom
hiperperistaltikom 1 ubrzanom pasazom kontrasta prema kaudalnim partijama tankih creva,
tako da se kod 39 pasa duodenum u rendgenskoj slici pojavljivao ve¢ nekoliko minuta

nakon administracije barijuma, umesto posle 20 do 30 minuta.
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5.7. ENDOSKOPSKI NALAZ

5.7.1. Kontrolna grupa
Priendoskopskom pregledu kontrolne grupe pasa zapaza se crvenkasta do

Zutocrvena ravnomerna obojenost mukoze. Nema prisustva ni pene niti sluzi.

5.7.2. Oboleli psi

Pri endoskopskom pregledu obolelih pasa (slika 3), u lumenu se uocava dosta
zuckasto-belicaste pene (slika 4). Kod obolelih pasa, zapazena je hiperemi¢nost i edem
sluznice duodenuma (slika 5). Zbog toga je sluznica izgledala somotasto i to ili celom
duzinom ili, pak, parcijalno. Pri biopsiji sluznica je lako krvarila. Kod 18 pasa je sluznica
duodenuma bila manje hiperemicna, ali sa edematoznim poljima. Kod 3 psa se mogla uociti
jaka hiperemija i edem sluznice duodenuma, a na njenoj povrsini su se zapazala sitno
zrnasta polja, bele boje, posuta po sluznici i veli¢ine zrna pirinca (slika 6). Sa ovako

promenjenih mesta su uzeti biopsijski uzorci.

Slika 3. Izvodenje endoskopije psa
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Slika 4. Zuckasto beli¢asta pena u lumenu duodenuma

Slika 5. Hiperemija i edem sluznice duodenuma
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Slika 6. Sitno zrnasta polja na povrsini sluznice duodenuma

5.8. PATOHISTOLOSKI NALAZ

5.8.1. Kontrolna grupa

Histoloskim pregledom zida duodenuma zdravih pasa uoc¢avaju se uniformne crevne
resice, sa ocuvanim crevnim epitelom. Kripte su uglavnom malog lumena, osim
pojedinacnih kripti koje su umereno dilatirane. Centralni lakteal zauzima do 25% Sirine
lamine proprije resice, na uzduznom preseku. U lamini propriji se zapaza mali broj
pojedina¢nih limfocita, plazma c¢elija i po koji eozinofil. Izmedu kripti nalaze se 1-2
limfocita ili plazma celije. U epitelnom sloju se mogu naci pojedinacni intraepitelni

limfociti.

5.8.2. Oboleli psi
Patohistoloskim pregledom tkivnih uzoraka sluznice duodenuma obolelih pasa,

izdvojile su se tri grupe patomorfoloskih promena: prva grupa uzoraka su uzorci u kojima

67



postoji infiltrat u lamini propriji sluznice duodenuma u kome dominiraju limfociti i plazma
¢elije (46 slucajava); u drugoj grupi uzoraka, takode postoji infiltrat, ali sastavljen pretezno
od eozinofilnih granulocita (3 slucaja), dok u trecoj grupi uzoraka nema celijskog infiltrata
u sluznici duodenuma (5 slucajeva).

Detaljnim opisom morfoloskih promena na biopsijskim uzorcima sluznice
duodenuma (promene na crevnim resicama, stepen ostecenja crevnog epitela, postojanje
proSirenja kripti, prisustvo dilatiranih limfnih sudova i fibroze) kao i pra¢enjem
zastupljenosti intraepitelnih limfocita (IEL), limfocita, plazma ¢elija, eozinofilnih
granulocita i neutrofilnih granulocita u infiltratu sluznice, doslo se do dole opisanih
rezultata.

U prvoj grupi uzoraka u kojoj dominiraju limfociti i plazma ¢elije, uocene su
promene na crevnim resicama koje su okarakterisane kao blage do umerene. Duzina
crevnih resica je redukovana na 75-50% njihove normalne duZine. Crevne resice su
zadebljale, a neke su fuzionisane - medusobno spojene (slika 7). Promene na crevnom
epitelu su okarakterisane kao blago do umereno oStecenje epitela. Na enterocitima i
epitelnim celijama crevnih kripti zapazaju se degenerativne promene (slika 8), kao i
deskvamacija epitelnih celija (slika 9). Zapazeno je blago do umereno proSirenje kripti
(10% do 25% kripti je prosireno). Kripte su izmenjenog, nepravilnog oblika i ispunjene su
detritusom (slika 10). Limfni sudovi resica su prosireni, i to od blago do umereno
prosirenih (centralni lakteal zahvata 50% do 75% crevne resice po $irini, na uzduznom
preseku). Lamina propria mucosae je edematozna zbog prisustva obilnog Ccelijskog
infiltrata. U lamini propriji duodenuma, kod 46 pasa, uocena je infiltracija velikim brojem
mononuklearnih ¢elija, u kojima dominiraju limfociti 1 plazma ¢celije. Limfociti su
uglavnom difuzno rasuti u lamini propriji, dok plazma ¢elije, sa ekscentricno postavljenim
jedrima, obi¢no u grupama ispunjavaju laminu propriju crevnih resica (slika 11). Kripte su
razdvojene sa 10 — 20 limfocita i plazma ¢elija. Pojedinacni limfociti, smesteni intaepitelno
(intraepitelni limfociti — IEL), zapazaju se na epitelu crevnih resica, i to kao individualne

¢elije, a retko i U grupama — grozdovima (slika 12).
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Slika 8. Degenerativne promene na epitelnim ¢elijama, HE
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Slika 10. Kripte nepravilnog oblika ispunjene detritusom, HE
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Slika 11.Grupe plazma ¢elija ispunjavaju laminu propriju, HE

Slika 12. Intraepitelni limfociti nalaze se pojedinacno ili u grupama, HE
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U drugoj grupi uzoraka u kojoj dominiraju eozinofilni granulociti, promene na
crevnim resicama su okarakterisane kao blage. Zapaza se blagi stepen oSte¢enja crevnog
epitela kao i prosirenja kripti (do 10% kripti je proSireno). Centralni lakteal ne zauzima vise
od polovine crevne resice na uzduznom preseku. U lamini propriji duodenuma kod ova 3
psa uocena je infiltracija velikim brojem eozinofilnih granulocita mada je zapazeno i
prisustvo mononukleara u infiltratu. Koproloski nalaz kod pasa iz ove grupe bio je
negativan.

U treéoj grupi uzoraka u kojoj nije zapazena celijska infiltracija u sluznici
duodenuma, promene se svode na kataralno — mucinozni enteritis.

Opisane patohistoloske promene kod prve dve grupe uzoraka upucuju na

inflamatornu bolest creva, a kod treée grupe na kataralni duodenitis (tabela 25).

Tabela 25. Postavljena patohistoloska dijagnoza

Postavljena patohistoloSka dijagnoza Broj pasa
Limfocitno - plazmocitni duodenitis 46
Eozinofilni duodenitis 3
Kataralni duodenitis 5

5.9. IMUNOHISTOHEMIJSKI NALAZ

5.9.1. Kontrolna grupa

U uzorcima sluznice duodenuma zdravih pasa, CD3 eksprimiraju pojedinacni T
limfociti u lamini propriji mukoze i u lamini epitelialis mukoze.

Isto tako, u wuzorcima sluznice duodenuma ovih pasa, CD79 eksprimiraju

pojedinacni B limfociti smesteni uglavnom u lamini propriji (lamina propria mucosae).
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5.9.2. Oboleli psi

Imunohistohemijskim ispitivanjem uzoraka sluznice duodenuma obolelih pasa, na
preparatima bojenim LSAB2 tehnikom uocena je ekspresija CD3+ (T limfocita) i CD79+
(B limfocita). Kod ispitanih uzoraka, kod 31 psa, u inflamatornom infiltratu dominiraju
¢elije CD3+ imunofenotipa (slika 13). Pozitivna imunohemijska reakcija je ispoljena
nalazom precipitata tamnosmede boje u predelu ¢elijske membrane T limfocita, tako da je
prisutan tzv. membranski precipitat. Reakcija rede zastupljenih B limfocita, vise je
difuznog karaktera. B limfociti dominiraju u 2 slu¢aja. U 13 slucajeva postoji ravnomerno

mesoviti limfocitno - plazmocitni infiltrat.

.

Slika 13. U infiltratu dominiraju CD3+ T limfociti, IHC — LSAB
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5.10. ODNOS HEMATOLOSKIH I BIOHEMIJSKIH PARAMETARA IZMEDU
OBOLELIH PASA | KONTROLNE GRUPE PASA

Rezultati dobijeni analizom deskriptivnih statistickih parametara koji se odnose na
broj leukocita kod pasa obolelih od LPD kao i kontrolne grupe pasa, prikazani su u tabeli
26.

Tabela 26. Deskriptivni statisticki parametri broja leukocita kod pasa obolelih od LPD i

kontrolne grupe pasa

x 10°/L
X SD Sx Minimum | Maximum | CV
Kontrola | 990" 2,45 0,9982 6,52 12,98 24,71
Bolesni 19,32% 1,37 0,2016 17,10 23,05 7,08

Ista slova oznacavaju statisticki signifikantnu razliku. Slova a, b, c= p<0,05; X, Y,z = p<0,01.

Analiziraju¢i deskriptivne statisticke parametre koji se odnose na broj leukocita kod
pasa obolelih od LPD i kontrolne grupe pasa (tabela 26), ustanovljeno je da je u kontrolnoj
grupi on iznosio prosecno (9,90 + 2,45) i bio statisti¢ki signifikantno manji (p<0,01) od
prosecnog broja leukocita kod bolesnih pasa (19,32 + 1,37), sto je prikazano i na grafikonu
1. Izracunati koeficijent korelacije kod kontrolne grupe pasa bio je relativno visok (24,71%)
Sto ukazuje na vece variranje broja leukocita kod kontrolne grupe pasa, dok je koeficijent
korelacije bolesnih pasa bio vrlo nizak (7,08%) Sto nas navodi na zakljucak da je broj

leukocita kod ove grupe pasa bio visok, ali priblizno isti kod svih pasa.
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Grafikon 1. Prose¢ne vrednosti broja leukocita (x 10%L) kod pasa obolelih od LPD i

kontrolne grupe pasa.

75



Rezultati dobijeni analizom deskriptivnih statistiCkih parametara koji se odnose na

broj limfocita kod pasa obolelih od LPD i kontrolne grupe pasa, prikazani su u tabeli 27.

Tabela 27. Deskriptivni statisticki parametri broja limfocita kod pasa obolelih od LPD i
kontrolne grupe pasa

x 10°/L
X SD Sx Minimum | Maximum | CV
Kontrola 3,15% 1,15 0,4689 1,50 4,70 36,46
Bolesni 6,65" 0,93 0,1377 4,90 9,10 14,04

Ista slova oznacavaju statisticki signifikantnu razliku. Slova a, b, c= p<0,05; x, y, z = p<0,01.

Analiziraju¢i deskriptivne statisticke parametre koji se odnose na broj limfocita kod

pasa obolelih od LPD i kontrolne grupe pasa (tabela 27), ustanovljeno je da je u kontrolnoj

grupi on iznosio prosecno (3,15 + 1,15) 1 bio statisti¢ki signifikantno manji (p<0,01) od

prosecnog broja limfocita kod bolesnih pasa (6,65 + 0,93), sto je prikazano i na grafikonu

2. Izracunati koeficijent korelacije kod kontrolne grupe pasa bio je vrlo visok (36,46%) Sto

ukazuje na vece variranje broja limfocita kod kontrolne grupe pasa i nehomogenost ovog

parametra, dok je koeficijent korelacije bolesnih pasa bio nizak (14,04%) Sto nas navodi na

zakljucak da je broj limfocita kod ove grupe pasa bio visok, ali sa malim odstupanjem od

aritmeticke sredine.

76



Broj limfocita
EN
L

|
Kontrolna grupa

Bolesnipsi

Grafikon 2. Prose¢ne vrednosti broja limfocita (x 10%/L) kod pasa obolelih od LPD i

kontrolne grupe pasa.
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Rezultati dobijeni analizom procentualne zastupljenosti eozinofilnih granulocita

kod pasa obolelih od LPD i kontrolne grupe pasa prikazani su na grafikonu 3.

Analiziraju¢i kretanje procenta pojave eozinofilnih granulocita u ispitivanim
grupama (kontrolna grupa i bolesni psi), ustanovili smo da je on prose¢no iznosio 0,43%.
Na osnovu toga ustanovljeno je da ne postoji statisticki signifikantna razlika kod pasa
obolelih od LPD i kontrolne grupe pasa.

0.57

0.31

0.2

0.11

Procenat eozinofilnih granulocita

0.0 T
Kontrolna grupa Bolesni psi

Grafikon 3. Prosecne vrednosti broja eozinofilnih granulocita (procentualno

izrazeno) kod pasa obolelih od LPD i kontrolne grupe pasa.
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Rezultati dobijeni analizom deskriptivnih statistiCkih parametara koji se odnose na

broj eritrocita kod pasa obolelih od LPD i kontrolne grupe pasa prikazani su u tabeli 28.

Tabela 28. Deskriptivni statisticki parametri broja eritrocita kod pasa obolelih od LPD i

kontrolne grupe pasa

x 10%/L
X SD Sx Minimum | Maximum | CV
Kontrola 7,15 0,87 0,3544 5,70 8,20 12,15
Bolesni 6,74 0,65 0,0953 5,65 8,05 9,59

Analizirajuéi deskriptivne statistiCke parametre koji se odnose na broj eritrocita kod

pasa obolelih od LPD i kontrolne grupe pasa (tabela 28), ustanovljeno je da je prosecan broj

eritrocita u ispitivanim grupama (kontrolna grupa i bolesni psi) bio vrlo sli¢an (7,15 + 0,87

i 6,74 + 0,65) tako da nije ustanovljena statisticki signifikantna razlika (p>0,05) Sto je

prikazano i na grafikonu 4. IzraCunati koeficijenti korelacije kod obe grupe ispitivanih

zivotinja su niski 1 vrlo sli¢ni (12,15% kod kontrolne grupe i 9,59% kod bolesnih pasa) §to

ukazuje na homogenost ispitivanog parametra.
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Grafikon 4. Prosegne vrednosti broja eritrocita (x 10%%/L) kod pasa obolelih od LPD i

kontrolne grupe pasa.
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Rezultati dobijeni analizom deskriptivnih statistickih parametara koji se odnose na

koncentraciju ukupnih proteina kod pasa obolelih od LPD i kontrolne grupe pasa,

prikazani su u tabeli 29.

Tabela 29. Deskriptivni statisticki parametri za ukupne proteine kod pasa obolelih od LPD i

kontrolne grupe pasa

o/L

X SD Sx Minimum | Maximum | CV
Kontrola 65,83" 8,13 3,3210 55,00 76,00 12,36
Bolesni 45,48" 5,61 0,8263 37,00 56,00 12,32

Ista slova oznacavaju statisticki signifikantnu razliku. Slova a, b, c= p<0,05; x, y, z = p<0,01.

Analizirajuéi deskriptivne statisticke parametre koji se odnose na koncentraciju

ukupnih proteina kod pasa obolelih od LPD i kontrolne grupe pasa (tabela 29), ustanovljeno

je da je prosecna koncentracija ukupnih proteina u kontrolnoj grupi (65,83 + 8,13) bila

statisticki signifikantno veca (p<0,01) od prose¢ne koncentracije ukupnih proteina kod

bolesnih pasa (45,48 + 5,61), Sto je prikazano i na grafikonu 5. IzraCunati koeficijenti

korelacije kod obe grupe ispitivanih zivotinja su niski i vrlo sli¢ni (12,36% kod kontrolne

grupe 1 12,32% kod bolesnih pasa) Sto ukazuje na homogenost ispitivanog parametra.
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Grafikon 5. Prose¢ne vrednosti koncentracije ukupnih proteina (g/L) kod pasa obolelih od

LPD i kontrolne grupe pasa.
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Rezultati dobijeni analizom deskriptivnih statistiCkih parametara koji se odnose na
koncentraciju serumskih albumina kod pasa obolelih od LPD i kontrolne grupe pasa,

prikazani su u tabeli 30.

Tabela 30. Deskriptivni statisticki parametri za albumine kod pasa obolelih od LPD i

kontrolne grupe pasa

g/L

X SD Sx Minimum | Maximum | CV

Kontrola 34,17" 3,31 1,3520 30,00 38,00 9,69
Bolesni 25,70 3,40 0,4982 18,00 31,99 13,15

Ista slova oznacavaju statisticki signifikantnu razliku. Slova a, b, c= p<0,05; x, y, z = p<0,01.

Analiziraju¢i deskriptivne statistiCke parametre koji se odnose na koncentraciju
serumskih albumina kod pasa obolelih od LPD i kontrolne grupe pasa (tabela 30),
ustanovljeno je da je u kontrolnoj grupi ona iznosila prose¢no (34,17 + 3,31) i bila
statisticki signifikantno veca (p<0,01) od prosecne koncentracije albumina kod bolesnih
pasa (25,70 + 3,40) Sto je prikazano i na grafikonu 6. Izracunati koeficijenti korelacije kod
obe grupe ispitivanih zivotinja su niski (9,69% kod kontrolne grupe i 13,15% kod bolesnih

pasa) Sto ukazuje na homogenost ispitivanog parametra.
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Grafikon 6. Prose¢ne vrednosti koncentracije serumskih albumina (g/L) kod pasa obolelih

od LPD i kontrolne grupe pasa.
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5.11. ODNOS POJEDINIH HEMATOLOSKIH I BIOHEMIJSKIH PARAMETARA
| TIPA INFILTRATA KOD PASA OBOLELIH OD LPD

Rezultati dobijeni analizom deskriptivnih statistickih parametara koji se odnose na
broj leukocita kod pasa obolelih od LPD sa dominacijom razliitih ¢elija u infiltratu,

prikazani su u tabeli 31.

Tabela 31. Deskriptivni statisticki parametri broja leukocita pasa obolelih od LPD, sa

dominacijom razli¢itih vrsta ¢elija u infiltratu

x 10%/L

X SD Sx Minimum | Maximum | CV

Dominantno | 18,03 1,31 0,9250 17,10 18,95 7,26
plazmocitni
infiltrat

Dominantno 18,88* 0,83 0,1487 17,52 20,72 4,38
limfocitni
infiltrat

Ravnomerno | 20,56 1,65 0,4576 17,95 23,05 8,03
mesoviti
infiltrat

Ista slova oznacavaju statisticki signifikantnu razliku. Slova a, b, c= p<0,05; x, y, z = p<0,01.

Analizom statisti¢kih pokazatelja broja leukocita unutar grupe pasa obolelih od LPD
sa dominacijom razli¢itih Celija u infiltratu (tabela 31), ustanovljeno je da je najveci
prosecni broj leukocita bio kod pasa koji su imali meSoviti infiltrat (20,56 + 1,65), a
najmanji prosecni broj leukocita bio je kod pasa kod kojih je ustanovljen pretezno
plazmocitni infiltrat (18,03 + 1,31). Analizom varijanse ustanovljeno je da je F vrednost

11,44 Sto ukazuje na postojanje signifikantne razlike u broju leukocita ukupno kod pasa
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obolelih od LPD (p<0,01). Pojedina¢nim Tukey testom ustanovljena je signifikantna razlika
(p<0,05) izmedu prosecnog broja leukocita kod pasa sa meSovitim infiltratom (20,56 +
1,65) i prose¢nog broja leukocita pasa sa pretezno plazmocitnim infiltratom (18,03 + 1,31).
Statisticki vrlo znacajno (p<0,01) je veci prosecni broj leukocita kod pasa sa meSovitim
infiltratom (20,56 + 1,65) u odnosu na prose¢ni broj leukocita kod pasa sa pretezno
limfocitnim infiltratom (18,88 + 0,83) Sto je prikazano i na grafikonu 7. Izracunati
koeficijenti korelacije su na niskom nivou $to ukazuje na homogenost ispitivanih serija
podataka.
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Grafikon 7. Prose¢ne vrednosti broja leukocita (x 10%L) kod pasa obolelih od LPD, sa
razli¢itim tipom infiltrata (PD — pretezno plazmocitni infiltrat, LD - pretezno limfocitni

infiltrat, M - ravnomerno mesoviti infiltrat)
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Rezultati dobijeni analizom deskriptivnih statistiCkih parametara koji se odnose na
broj limfocita kod pasa obolelih od LPD sa dominacijom razli¢itih ¢elija u infiltratu,

prikazani su u tabeli 32.

Tabela 32. Deskriptivni statisti¢ki parametri broja limfocita kod pasa obolelih od LPD, sa

dominacijom razli¢itih ¢elija u infiltratu

x 10°/L

X SD Sx Minimum | Maximum | CV

Dominantno | 5 40" 0,28 0,2000 5,20 5,60 5,24
plazmocitni
infiltrat

Dominantno | 6,42Y 0,76 0,1361 4,90 7,50 11,80
limfocitni

infiltrat

Ravnomerno | 7,40% 0,90 0,2522 5,80 9,10 12,29
mesoviti
infiltrat

Ista slova oznacavaju statisticki signifikantnu razliku. Slova a, b, c= p<0,05; x, y, z = p<0,01.

Analizom statistickih pokazatelja broja limfocita unutar grupe pasa obolelih od LPD
sa dominacijom razli¢itih celija u infiltratu (tabela 32), ustanovljeno je da je najveci
prosecni broj limfocita bio kod pasa koji su imali meSoviti infiltrat (7,40 + 0,90), a najmanyji
prosecni broj limfocita bio je kod pasa kod kojih je ustanovljen pretezno plazmocitni
infiltrat (5,40 + 0,28). Analizom varijanse ustanovljeno je da je F vrednost 9,51 §to ukazuje
na postojanje signifikantne razlike u broju leukocita ukupno kod pasa obolelih od LPD
(p<0,01). Pojedinacnim Tukey testom ustanovljena je da je prosecni broj limfocita kod pasa
sa meSovitim infiltratom (7,40 = 0,90) vrlo znaajno veéi (p<0,01) i od prose¢nog broja

limfocita kod pasa sa pretezno limfocitnim infiltratom (6,42 + 0,76) kao 1 od prosecnog
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broja limfocita kod pasa sa pretezno plazmocitnim infiltratom (5,40 = 0,28) $to je prikazano

i na grafikonu 8. Nisu ustanovljene statisti¢ki signifikantne razlike (p>0,05) izmedu ostalih

vidova promena kod pasa. Izracunati koeficijenti korelacije su na niskom nivou sto ukazuje

na homogenost ispitivanih serija podataka.
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Grafikon 8. Proseéne vrednosti broja limfocita (x 10%L) kod pasa obolelih od LPD sa

razli¢itim tipom infiltrata (PD — preteZzno plazmocitni infiltrat, LD - preteZzno limfocitni

infiltrat, M - ravnomerno mesoviti infiltrat)
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Rezultati dobijeni analizom deskriptivnih statistickih parametara koji se odnose na
koncentraciju ukupnih proteina kod pasa obolelih od LPD sa dominacijom razli¢itih ¢elija

u infiltratu, prikazani su u tabeli 33.

Tabela 33. Deskriptivni statisticki parametri ukupnih proteina pasa obolelih od LPD sa

dominacijom razli¢itih ¢elija u infiltratu

g/L
X SD Sx Minimum | Maximum | CV
Dominantno 52,50 0,71 0,50 52,00 53,00 1,35
plazmocitni
infiltrat
Dominantno 46,30 5,19 0,9315 39,00 56,00 11,27
limfocitni
infiltrat
Ravnomerno 43,08 5,94 1,6470 37,00 54,00 13,78
mesSoviti
infiltrat

Analizom statistickih pokazatelja ukupnih proteina unutar grupe pasa obolelih od
LPD sa dominacijom razli¢itih ¢elija u infiltratu (tabela33), ustanovljeno je da je najveca
prosecna koncentracija ukupnih proteina bila kod pasa kod kojih je ustanovljen pretezno
plazmocitni infiltrat (52,50 = 0,71), a najmanja prose¢na koncentracija bila je kod pasa kod
kojih je ustanovljen meSoviti infiltrat (43,08 + 5,94), $to je prikazano i na grafikonu 9.
Analizom varijanse ustanovljeno je da je F vrednost 3,19 §to ukazuje da nije ustanovljena
signifikantna razlika u ukupnim proteinima kod pasa obolelih od LPD (p>0,05). Izraunati
koeficijenti korelacije su na niskom nivou $to ukazuje na homogenost ispitivanih serija

podataka.
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Grafikon 9. Prose¢ne vrednosti koncentracije ukupnih proteina (g/L) kod pasa obolelih od

razlicitih tipova LPD (PD — preteZzno plazmocitni infiltrat, LD - pretezno limfocitni infiltrat,

M - ravnomerno mesSoviti infiltrat)
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Rezultati dobijeni analizom deskriptivnih statistiCkih parametara koji se odnose na
koncentraciju albumina kod pasa obolelih od LPD sa dominacijom razli¢itih ¢elija u

infiltratu, prikazani su u tabeli 34.

Tabela 34. Deskriptivni statisticki parametri albumina pasa obolelih od LPD sa

dominacijom razli¢itih ¢elija u infiltratu

g/L
X SD SX Minimum | Maximum | CV
Dominantno | 28,50 0,71 0,500 28,00 29,00 2,48
plazmocitni
infiltrat
Dominantno | 26,45° 2,41 0,4321 19,00 31,00 9,10
limfocitni
infiltrat
Ravnomerno | 23,38? 4,39 1,2170 18,00 29,00 18,77
mesoviti
infiltrat

Ista slova oznacavaju statisticki signifikantnu razliku. Slova a, b, c= p<0,05; x, y, z = p<0,01.

Analizom statistickih pokazatelja albumina unutar grupe pasa obolelih od LPD sa
dominacijom razli¢itih ¢elija u infiltratu (tabela 34), ustanovljeno je da je najveca prosecna
koncentracija albumina bila kod pasa kod kojih je ustanovljen pretezno plazmocitni infiltrat
(28,50 + 0,71), a najmanja prose¢na koncentracija bila je kod pasa koji su imali meSovite
infiltrate (23,38 + 4,39) $to je prikazano i na grafikonu 10. Analizom varijanse ustanovljeno

je da je F vrednost 5,46 S§to ukazuje na postojanje signifikantne razlike u koncentraciji
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albumina ukupno kod pasa obolelih od LPD (p<0,05). Pojedina¢nim Tukey testom

ustanovljena je signifikantna razlika (p<0,05) izmedu prose¢ne koncentracije albumina kod

pasa kod kojih je ustanovljen pretezno limfocitni infiltrat (26,45 + 2,41) i prosecne

koncentracije albumina kod pasa sa meSovitim infiltratom (23,38 + 4,39). IzracCunati

koeficijenti korelacije su na niskom nivou Sto ukazuje na homogenost ispitivanih serija

podataka.
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Grafikon 10. Prose¢ne vrednosti koncentracije serumskih albumina (g/L) kod pasa obolelih

od LPD sa dominacijom razlicitih ¢elija u infiltratu (PD — preteZno plazmocitni infiltrat, LD

- preteZzno limfocitni infiltrat, M - ravnomerno meSoviti infiltrat)
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5.12. ODNOS INDEKSA CIBDAI | CCECAI PASA OBOLELIH OD RAZLICITIH
TIPOVA DUODENITISA: LIMFOCITNO - PLAZMOCITNOG DUODENITISA,
EOZINOFILNOG DUODENITISA | KATARALNOG DUODENITISA

Rezultati dobijeni analizom deskriptivnih statistiCkih parametara koji se odnose na
CIBDAI pasa obolelih od limfocitno - plazmocitnog duodenitisa, eozinofilnog duodenitisa

I kataralnog duodenitisa, prikazani su u tabeli 35.

Tabela 35. Deskriptivni statisticki parametri za CIBDAI kod pasa obolelih od limfocitno -

plazmocitnog duodenitisa, eozinofilnog duodenitisa i kataralnog duodenitisa

X SD Sx Minimum | Maximum | CV
LPD 7,48 1,59 0,2341 5,00 11,00 21,23
Eozinofilni | 533 0,58 0,3333 5,00 6,00 10,83
duodenitis
Kataralni 3,40 0,55 0,25 3,00 4,00 16,11
duodenitis

Ista slova oznacavaju statisticki signifikantnu razliku. Slova a, b, c= p<0,05; x, y, z = p<0,01.

Analizom statistickih pokazatelja za CIBDAI unutar grupe pasa obolelih od LPD i
pasa sa eozinofilnim duodenitisom 1 pasa sa kataralnim duodenitisom (tabela 35),
ustanovljeno je da je najvisa prose¢na vrednost za CIBDAI bila kod pasa koji su imali LPD
(7,8 £ 1,59), a najmanja prose¢na vrednost za CIBDAI bila je kod pasa sa kataralnim
promenama (3,40 + 0,55) §to je prikazano i na grafikonu 11. Analizom varijanse
ustanovljeno je da je F vrednost 18,49 sto ukazuje na postojanje signifikantne razlike za

vrednosti CIBDAI ukupno kod pasa obolelih od razli¢itih tipova duodenitisa (p<0,01).
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Pojedinacnim Tukey testom ustanovljeno je da je statisticki vrlo znacajno (p<0,01) veca
prosecna vrednost za CIBDAI kod pasa obolelih od LPD (7,8 + 1,59) u odnosu na prose¢nu
vrednost za CIBDAI kod pasa sa kataralnim promenama (3,40 + 0,55). Izracunati

koeficijenti korelacije su na relativno niskom nivou $to ukazuje na homogenost ispitivanih

serija podataka.

Vrednost CIBDAI
S
1

LPD ED KD

Grafikon 11. Prose¢ne vrednosti CIBDAI kod bolesnih pasa (LPD - limfocitno -

plazmocitni duodenitis, ED - eozinofilni duodenitis, KD - kataralni duodenitis).
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Rezultati dobijeni analizom deskriptivnih statistickih parametara koji se odnose na

CCECAI pasa obolelih od limfocitno - plazmocitnog duodenitisa, eozinofilnog duodenitisa

I kataralnog duodenitisa, prikazani su u tabeli 36.

Tabela 36. Deskriptivni statisti¢ki parametri za CCECAI kod pasa obolelih od limfocitno -

plazmocitnog duodenitisa, eozinofilnog duodenitisa i kataralnog duodenitisa

X SD Sx Minimum | Maximum | CV
LPD 7,59 1,80 0,2648 5,00 12,00 23,67
Eozinofilni 6,00° 1,00 0,5774 5,00 7,00 16,67
duodenitis
Kataralni 3,40 0,55 0,2449 3,00 4,00 16,11
duodenitis

Ista slova oznacavaju statisticki signifikantnu razliku. Slova a, b, c= p<0,05; x, y, z = p<0,01.

Analizom statistiCkih pokazatelja za CCECAI unutar grupe pasa obolelih od
limfocitno - plazmocitnog duodenitisa, eozinofilnog duodenitisa i kataralnog duodenitisa
pasa (tabela 36), ustanovljeno je da je najvisa prose¢na vrednost za CCECAI bila kod pasa
sa LPD-om (7,59 + 1,80), a najmanja prosec¢na vrednost za CCECAI bila je kod pasa sa
kataralnim promenama (3,40 + 0,55) §to je prikazano i na grafikonu 12. Analizom varijanse
ustanovljeno je da je F vrednost 14,26 Sto ukazuje na postojanje signifikantne razlike za
vrednosti CCECAI ukupno kod pasa obolelih od razli¢itih tipova duodenitisa (p<0,01).
Pojedina¢nim Tukey testom ustanovljena je signifikantna veca prosecna vrednost (p<0,05)
za CCECAI pasa sa eozinofilnim duodenitisom (6,00 = 1,00) u odnosu na prosecnu
vrednost za pse sa kataralnim promenama (3,40 + 0,55). Statisti¢ki vrlo zna¢ajno (p<0,01)
je veca prosecna vrednost za CCECAI kod pasa obolelih od LPD (7,59 + 1,80) u odnosu na
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prosecnu vrednos za CCECALI kod pasa sa kataralnim promenama (3,40 £+ 0,55). IzraCunati

koeficijenti korelacije su na relativno niskom nivou $to ukazuje na homogenost ispitivanih

serija podataka.

Vrednost CCECAI
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Grafikon 12. Prose¢ne vrednosti CCECAI kod bolesnih pasa (LPD — limfocitno -
plazmocitni duodenitis, ED - eozinofilni duodenitis, KD - kataralni duodenitis).
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5.13. ODNOS INDEKSA CIBDAI | CCECAI | TIPA INFILTRATA PASA
OBOLELIH OD LPD

Rezultati dobijeni analizom deskriptivnih statistickih parametara koji se odnose na
CIBDAI kod pasa obolelih od LPD sa dominacijom razli¢itih ¢elija u infiltratu, prikazani
su u tabeli 37.

Tabela 37. Deskriptivni statisti¢ki parametri za CIBDAI kod pasa obolelih od LPD sa

dominacijom razli€itih ¢elija u infiltratu

X SD Sx Minimum | Maximum | CV

Dominantno | 4,50 0,71 0,5000 4,00 5,00 15,71
plazmocitni

infiltrat

Dominantno | 7,262 1,33 0,2397 5,00 10,00 18,74
limfocitni

infiltrat

Ravnomerno | 8 46™ 1,66 0,4615 5,00 11,00 19,76
mesoviti
infiltrat

Ista slova oznacavaju statisticki signifikantnu razliku. Slova a, b, c= p<0,05; x, y, z = p<0,01.

Analizom statisti¢kih pokazatelja za CIBDAI unutar grupe pasa obolelih od LPD sa
dominacijom razlic¢itih ¢elija u infiltratu (tabela 37), ustanovljeno je da je najvisa prosecna
vrednost za CIBDAI bila kod pasa koji su imali meSoviti infiltrat (8,46 + 1,66), a najmanja
prose¢na vrednost za CIBDAI bila je kod pasa kod kojih je ustanovljen preteZno
plazmocitni infiltrat (4,50 + 0,71) §to je prikazano i na grafikonu 13. Analizom varijanse

ustanovljeno je da je F vrednost 7,96 §to ukazuje na postojanje signifikantne razlike za
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vrednosti CIBDAI ukupno kod pasa obolelih od LPD (p<0,01). Pojedina¢nim Tukey testom
ustanovljena je signifikantna razlika (p<0,05) izmedu prose¢ne vrednosti za CIBDAI kod
pasa sa meSovitim infiltratom (8,46 + 1,66) i prosecne vrednosti pasa sa pretezno
plazmocitnim infiltratom (4,50 + 0,71). Statisti¢ki vrlo znacajno (p<0,01) je veca prosec¢na
vrednost za CIBDAI kod pasa sa meSovitim infiltratom (8,46 + 1,66) u odnosu na prosecnu
vrednost za CIBDAI kod pasa sa pretezno limfocitnim infiltratom (7,26 + 1,33). Izracunati
koeficijenti korelacije su na relativno niskom nivou $to ukazuje na homogenost ispitivanih

serija podataka.
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Grafikon 13. Prosecne vrednosti CIBDAI kod pasa obolelih od LPD sa razli¢itim tipom
infiltrata (PD — pretezno plazmocitni infiltrat, LD - pretezno limfocitni infiltrat, M -

ravnomerno mesoviti infiltrat)
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Rezultati dobijeni analizom deskriptivnih statistiCkih parametara koji se odnose na
CCECAI kod pasa obolelih od LPD sa dominacijom razli¢itih ¢elija u infiltratu, prikazani
su u tabeli 38.

Tabela 38. Deskriptivni statisticki parametri za CCECAI kod pasa obolelih od LPD sa

dominacijom razli¢itih ¢elija u infiltratu

X SD Sx Minimum | Maximum | CV

Dominantno | 4,50% 0,71 0,5000 4,00 5,00 15,71
plazmocitni
infiltrat

Dominantno | 7,262 1,41 0,2539 5,00 11,00 19,47
limfocitni
infiltrat

Ravnomerno | 8,77 2,05 0,5679 5,00 12,00 23,35
mesoviti
infiltrat

Ista slova oznacavaju statisticki signifikantnu razliku. Slova a, b, c= p<0,05; x, y, z = p<0,01.

Analizom statisti¢kih pokazatelja za CCECAI unutar grupe pasa obolelih od LPD sa
dominacijom razli¢itih ¢elija u infiltratu (tabela 38), ustanovljeno je da je najvisa prose¢na
vrednost za CCECALI bila kod pasa koji su imali meSoviti infiltrat (8,77 + 2,05), a najmanja
prosecna vrednost za CCECAI bila je kod pasa kod kojih je ustanovljen pretezno
plazmocitni infiltrat (4,50 + 0,71), §to je prikazano i na grafikonu 14. Analizom varijanse
ustanovljeno je da je F vrednost 7,88 Sto ukazuje na postojanje signifikantne razlike za
vrednosti CCECAI ukupno kod pasa obolelih od LPD (p<0,01). Pojedina¢nim Tukey

testom ustanovljena je signifikantna razlika (p<0,05) izmedu prosecne vrednosti za
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CCECAI kod pasa sa meSovitim infiltratom (8,77 £ 2,05) i prose¢ne vrednosti kod pasa sa
pretezno plazmocitnim infiltratom (4,50 £+ 0,71). Statisti¢ki vrlo znacajno (p<0,01) je veca
prosecna vrednost za CCECALI kod pasa sa meSovitim infiltratom (8,77 + 2,05) u odnosu na
prosecne vrednosti za CCECALI kod pasa sa pretezno limfocitnim infiltratom (7,26 + 1,41).
Izracunati koeficijenti korelacije su na relativno niskom nivou §to ukazuje na homogenost

ispitivanih serija podataka.
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Grafikon 14. Prose¢ne vrednosti CCECAI kod pasa obolelih od LPD sa razli¢itim tipom
infiltrata (PD — pretezno plazmocitni infiltrat, LD — pretezno limfocitni infiltrat, M -

ravnomerno mesoviti infiltrat)
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6. DISKUSIJA

Inflamatorna bolest creva (IBC) pasa je zajednicki naziv za niz hroni¢nih
enteropatija koje se primarno odlikuju zapaljenjem sluznice gastrointestinalnog sistema i
nespecifiénim simptomima. Limfocitno — plazmocitni duodenitis (LPD) pasa je oblik
inflamatorne bolesti duodenuma 1 predstavlja enteropatiju hroni¢nog toka sa nespecificnim
klinickim simptomima, od kojih su najvazniji dijareja i povrac¢anje. Najvaznija morfoloSka
karakteristika imunoloskog odgovora, u ovom tipu inflamatorne bolesti creva je nalaz

mononuklearnog ¢elijskog infiltrata u sluznici duodenuma.

Analizom rezultata dobijenih u ovom istrazivanju, ustanovljeno je da oboleli psi,
koji su u klinickoj slici imali hroni¢nu dijareju, hroni¢no povracanje, izmenjeno ponasanje i
promenjen apetit, boluju od slede¢ih enteropatija: kataralni duodenitis je utvrden kod 5
pasa, kod 3 psa je postavljena dijagnoza eozinofilnog duodenitisa dok je kod 46 pasa
dijagnostikovan limfocitno — plazmocitni duodenitis (LPD). Ispitivanja su obuhvatila pse
koji su bili pacijenti ambulantne klinike Fakulteta veterinarske medicine (FVM) u
Beogradu. Prema anamnesti¢kim podacima, svi psi su pre dolaska u ambulantu FVM bili
neuspesno leceni antibioticima i svi su bili slobodni od crevnih parazita. U ispitivanje je

ukljuceno 1 6 zdravih pasa koji su sluzili kao kontrolna grupa.

Na osnovu podataka iz literature, moze se zakljuciti da je patogeneza inflamatorne
bolesti creva pasa, pa samim tim i limfocitno — plazmocitnog duodenitisa pasa, vrlo
kompleksna 1 nedovoljno razjasnjena (Whitley 1 sar., 2010; Allenspach 1 sar., 2003). Iako
uzrok nastanka IBC kod Zivotinja 1 ljudi nije jasan, 1 histoloski 1 klini¢ki podaci ukazuju na
imunolosku podlogu razvoja bolesti (German i sar., 2008). Glavni dogadaj u patogenezi
IBC je gubitak imunoloske tolerancije na normalnu bakterijsku floru i antigene hrane, $to
prouzrokuje poremecaj imunoloS$kog odgovora (Cerquetella, 2010). Pretpostavlja se da
patogeneza IBC ukljucuje aktivaciju subseta CD4+ T celija koje stvaraju inflamatorne
citokine, sa istovremenim gubitkom subseta T celija i1 citokina koji koce imunoloski

odgovor te tako stite tkivo creva od osSteCenja (Washabau, 2010). Patofizioloski, LPD se
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definiSe kao niz promena vezanih za transport, protok Kkrvi i motilitet creva, dok je
histoloski kriterijum za definisanje LPD postojanje limfocitno — plazmocitnog infiltrata u
sluznici duodenuma. Klinicki simptomi pasa sa LPD se pripisuju ¢elijskom infiltratu,
medijatorima inflamacije, disfunkciji enterocita vezanoj za inflamaciju i promeni motiliteta
creva (Washabau i sar., 2010).

Grupa od 46 pasa obolelih od LPD je brojala 15 zenskih i 31 musSku zivotinju,
uzrasta od 5 meseci do 14 godina. Deset pasa je bilo meSane rase, a 36 pasa je bilo u ¢istoj
rasi. Po podacima iz literature, ni rasna, ni starosna niti polna predispozicija za nastanak
ove bolesti se ne moze ustanoviti (van der Gaag i sar., 1990), a §to je u saglasnosti sa nasim
nalazima. Postoje podaci da odredene rase, kao §to je nemacki ov¢ar, imaju sklonost ka
razvoju IBC (Washabau i sar., 2010; Allenspach, 2009; Fogle, 2007). U naSem ispitivanju 5
od 46 (10,87%) pasa obolelih od LPD bili su nemacki ov¢ari, §to ide u prilog hipotezi o
rasnoj predispoziciji.

Od klini¢kih simptoma, dijareja je bila prisutna kod svih ispitivanih pasa, s obzirom
da je bila jedan od preduslova za njihov izbor. Povrac¢anje se u naSem uzorku od 46 pasa
javlja sa ucestalo$¢u od 76,09% (35/46). U literaturi se mogu naéi potvrde da su hroni¢na
Kobayashi i sar., 2007; Lecoindre, 2006; Jergens, 2004; Cowel, 2004; Jergens, 1992)
Pojedini autori iznose podatke da je dijareja jedan od najces¢ih simptoma IBC sa
ucestalos¢u od 91% (Lecoindre i sar., 2010). Drugi autori su ustanovili da postoji pozitivna
korelacija izmedu stepena oStecenja tkiva kod IBC i gubitka telesne mase (Jergens i sar.,
1992). U nasem istrazivanju se gubitak telesne mase javlja u 95,65% slucajeva (44/46).
Broj pasa sa izmenjenim temperamentom je 93,48% (43/46). Do sli¢nih rezultata dosli su i
drugi autori (Lecoindre i sar., 2010): gubitak telesne mase u 74% dok su anoreksija i
letargija izrazene u 56%, odnosno u 51% slucajeva. Kod ispitivanih pasa nismo uodili
ascites dok drugi autori ukazuju na njegovu ucestalost od 18% (Lecoindre i sar., 2010). U
literaturi se mogu naci podaci o psima obolelim od IBC, a bez drugih klinickih simptoma
osim povremenog povrac¢anja (McTavish, 2002) kao i o psima bez proliva, a sa izrazenim

povra¢anjem (Rousseau, 2005).
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HematoloSkim analizama utvrdena je statisticki znacajna razlika za vrednosti broja
leukocita i limfocita izmedu obolelih pasa 1 kontrolne grupe pasa (p<0,01) sto je prikazano i
u tabeli 26 i tabeli 27. Srednja vrednost leukocita iznosila je 19,32 x 10%I, dok je
procentualna zastupljenost broja limfocita iznosila 69,48%. Rezultati ispitivanja
hematoloskih parametara kod ispitivanih pasa kao i referentne vrednosti za zdrave pse
prikazani su u tabeli 12. U literaturi se mogu nac¢i tvrdnje pojedinih autora da je limfopenija
jedna od promena hematoloskih parametara (Jacobs i sar., 1990). Pojedini autori su zapazili
da broj leukocita moze biti i smanjen 1 uve¢an kod pasa obolelih od LPD, te se ne moze
tvrditi da je za ovu bolest karakteristicna promena broja leukocita samo u jednom pravcu
(Craven 1 sar., 2004). Isti autor navodi da se povecan broj eozinofilnih granulocita moze
naéi i u biopsijskom uzorku zida creva Zivotinje koja je obolela od LPD, a ne isklju¢ivo od
eozinofilnog enteritisa. Periferna eozinofilija nije karakteristicna za pse obolele od
limfocitno — plazmocitnog duodenitisa pasa, ali moze biti prisutna kod pasa obolelih od
eozinofilnog duodenitisa. Takav je slucaj kod 3 psa iz naSeg istrazivanja za koje je utvrdeno
da boluju od ove bolesti, a isto potvrduju i drugi autori (Fonseca-Alves i sar., 2012; Fogle,
2007; Rousseau, 2005; McTavish, 2002). Pojedini autori navode nalaz eozinopenije kod
pasa obolelih od limfocitno — plazmocitnog duodenitisa pasa (Jacobs i sar., 1990). U nasem
istrazivanju nije utvrdena statisticki signifikantna razlika za vrednosti broja eozinofila (u
procentima) izmedu obolelih pasa i kontrolne grupe $to je prikazano na grafikonu 3. U
nasem istrazivanju nije utvrdena ni statisti¢ki znacajna razlika za vrednosti broja eritrocita
obolelih pasa i kontrolne grupe pasa (tabela 28), dok se u literaturi mogu naci podaci koji
ukazuju na umerenu anemiju pasa obolelih od IBC (Fonseca-Alves i sar., 2012; Marchetti i
sar., 2010; Rousseau, 2005).

Biohemijski parametri su bili u granicama normale izuzev vrednosti ukupnih
proteina i serumskih albumina koje su kod pojedinih Zivotinja bile ispod normalnih
vrednosti. Smanjena koncentracija proteina (<50 g/l) je nadena kod 63,04% pasa (29/46).
Srednja koncentracija proteina iznosila je 45,48 g/l (tabela 29). Smanjena koncentracija
serumskih albumina je ustanovljena kod 71,74% pasa (33/46). Srednja koncentracija
serumskih albumina je 25,70 g/l (tabela 30). Rezultati ispitivanja biohemijskih parametara
krvi pasa obolelih od LPD i kontrolne grupe pasa prikazani su u tabeli 14. Dobijeni rezultati
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su u saglasnosti sa nalazima drugih autora (Fonseca-Alves i sar., 2012; Lecoindre i sar.,
2010; Craven i sar., 2004; Rousseau, 2005; McTavish, 2002; Jacobs i sar., 1990). Pojedini
autori navode da je hipoalbuminemija Cest nalaz kod pasa obolelih od LPD, ali je
prognosticki lo§ znak (Gaschen i sar., 2011; Allenspach”, 2009; Craven i sar., 2004) i da,
ukoliko se ustanovi, svrstava LPD u grupu enteropatija sa gubitkom proteina (engl. protein
- losing enteropathies — PLE). Ovakva situacija nije karakteristiéna samo za LPD ve¢ se
sreée 1 kod drugih enteropatija.

Posto su pazljivo sistematizovani podaci o ponasanju, apetitu, povracanju, gubitku
telesne mase, kvalitetu i kvantitetu stolice, koncentraciji serumskih albumina, prisustvu
ascitesa i pruritusa, a prema preporukama WSAVA (Washabau i sar., 2010), na osnovu
nabrojanih rezultata izracunati su klini¢ki indeksi CIBDALI (engl. canine inflamatory bowel
disease activity index) i CCECAI (engl. canine chronic enteropathy clinical activity index).
Ukupna srednja vrednost CIBDAI kod pasa obolelih od LPD je 7,48. Vrednost CCECAI se
poklapa sa vrednos¢u CIBDAI, osim kod 5 pasa, kod kojih je koncentracija serumskih
albumina izmedu 15 i 19,9 g/l. §to dovodi do uveéanja njihovog CCECAI za 1 poen.
Ukupna srednja vrednost CCECAI kod pasa obolelih od LPD je 7,59. Dobijeni rezultati su
u skladu sa nalazima drugih autora koji su pratili parametre potrebne za izu¢avanje indeksa
CIBDAI i CCECAI (Garcia—Sancho et al. 2010, Allenspach 2009, Jergens 2008, Garcia-
Sancho et al. 2007, Kobayashi et al. 2007, Lecoindre 2007). Na osnovu vrednosti CIBDAI
dobili smo 3 grupe pacijenata: prva grupa sa blagim oblikom LPD broji 7 pasa (CIBDAI
<5), druga grupa od 28 pasa ima LPD srednjeg intenziteta (6< CIBDAI <8) i tre¢a grupa sa
intenzivnim LPD broji 11 pasa (CIBDAI >9). U nasim morfoloskim nalazima, s druge
strane, izdvojile su se takode 3 grupe pasa: kod 31 psa dominantnu ¢elijsku populaciju ¢ine
T limfociti, u 2 slucaja dominiraju plazma celije dok je kod 13 pasa ustanovljen
ravnomerno mesSoviti infiltrat limfocita 1 plazma ¢ilija. U grupi blagih LPD su 2 psa sa
dominantno plazmocitnim infiltratom, 4 psa sa dominantno limfocitnim infiltratom i 1 pas
sa limfocitno - plazmocitnim infiltratom. U grupi srednje jakih LPD su 23 psa sa
dominmantno limfocitnim infiltratom i 5 pasa sa limfocitno - plazmocitnim infiltratom. U
grupi znacajnih LPD su 4 psa sa dominantno limfocitnim infiltratom i 7 pasa sa limfocitno -

plazmocitnim infiltratom. Vrednost CCECALI se poklapa sa vredno$¢u CIBDAI, osim kod 1
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psa iz Il grupe i 4 psa iz Il grupe, kod kojih je koncentracija serumskih albumina izmedu
151 19,9 g/l. Takav rezultat kod ovih pasa dovodi do uvecanja njihovog CCECAI za 1
poen. Na osnovu vrednosti indeksa CCECAI, koji govori o ja¢ini enteropatija, mogli smo
svrstati pacijente na sledeéi nacin: blagu enteropatiju ima 7 pasa (CCECAI <5),
enteropatiju srednjeg intenziteta ima 28 pasa (6< CCECAI <8), od intenzivne enteropatije
boluje 10 pasa (9 < CCECAI < 11) dok od vrlo intenzivne enteropatije boluje 1 pas
(CCECALI >12). U prve tri grupe poklapaju se pacijenti sa podelom na osnovu vrednosti
CIBDAI, dok je u grupi vrlo intenzivnih enteropatija pas kod koga dominira meSoviti
limfocitno - plazmocitni infiltrat.

Ultrazvuéni pregled nam je ukazao na promene koje nisu specificne za LPD ve¢ se
javljaju kod vecine duodenopatija. Zapazen je valovit izgled zida duodenuma, zadebljala i
hipoehogena mukoza (debljina zida je oko 6 mm). U literaturi se mogu naci sli¢ni podaci
(Fonseca-Alves i sar., 2012; Rousseau, 2005; Spohr i sar., 1995). Pojedini autori navode da
se zadebljanje zida creva moze uociti u 71% slucajeva (Lecoindre i sar., 2010).

Radioloskim ispitivanjem, na nativnim snimcima se najéeSce ne zapazaju specificne
promene. Uz upotrebu kontrastnog sredstva uocava se neujednacenost lumena creva i
spasti¢nost, dok je reljef sluzokoZe narezuckan, diskontinuiran i maglicast, Sto se slaZe sa
tvrdnjama drugih autora (Fonseca-Alves i sar., 2012; McTavish, 2002).

Potreba za endoskopskim ispitivanjem radi postavljanja dijagnoze LPD je
zajednicka svim istrazivacima (Lecoindre 1 sar., 2010; Tischendorf 1 sar., 2008; Rychlik 1
sar., 2007; Serra i sar., 2006). U naSem ispitivanju, kod obolelih pasa je zapazena
hiperemi¢nost i edem sluznice duodenuma. Sluznica je izgledala somotasto i lako je
krvarila. Kod 3 psa su se mogla uociti na povrSini sluznice sitno zrnasta polja bele boje,
posuta po sluznici, veli¢ine zrna pirina. Ovaj nalaz je interesantan po$to se do skora
smatralo da su ovakve promene karakteristicne samo za limfangiektaziju (Jergens, 2008).
Medutim, grupa autora (Garcia-Sancho i sar., 2010) ispitujuéi pse obolele od limfocitno —
plazmocitnog enteritisa, dobila je rezultate slicne naSima. Naime, njihova studija je
obuhvatala 50 pasa obolelih od limfocitno — plazmocitnog enteritisa, a kod 22 psa, tokom
endoskopije su na povrsini sluznice uocena Sitno zrnasta polja bele boje, veli¢ine zrna

pirinca. Ova grupa autora je pokazala da ovakav nalaz nije specifican samo za
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limfangiektaziju. Dalje studije bi trebalo da pokazu znacaj ovakvog nalaza kod pasa
obolelih od LPD, posebno u prognostickom smislu.

U izvedenim ispitivanjima, histoloskim pregledom zida duodenuma zdravih pasa
uocavaju se uniformne crevne resice, sa ocuvanim crevnim epitelom. U lamini propriji se
zapaza mali broj pojedinacnih limfocita, plazma celija 1 po koji eozinofilni granulocit.
Kripte su razdvojene sa 1-2 limfocita ili plazma Celije. U epitelnom sloju se mogu naci
pojedinacni intraepitelni limfociti. Histopatoloskim pregledom tkivnih uzoraka sluznice
duodenuma svih obolelih pasa, izdvojile su se tri grupe uzoraka: prva grupa uzoraka su
uzorci u kojima postoji infiltrat u krznu sluznice duodenuma u kome dominiraju limfociti i
plazma celije (kod 46 slucajeva); u drugoj grupi uzoraka, takode postoji infiltrat, ali
sastavljen pretezno od eozinofilnih granulocita (3 slu¢aja), dok u tre¢oj grupi uzoraka nema
¢elijskog infiltrata u sluznici duodenuma (5 slucajeva).

Detaljnim opisom morfoloskih promena na biopsijskim uzorcima sluznice
duodenuma pasa obolelih od LPD (promene na crevnim resicama, stepen osStecenja crevnog
epitela, postojanje proSirenja kripti, prisustvo dilatiranih limfnih sudova i1 fibroze) kao i1
pracenjem zastupljenosti intraepitelnih limfocita (IEL), limfocita, plazma Ccelija,
eozinofilnih granulocita i neutrofilnih granulocita u infiltratu sluznice, formirane su
razli¢ite morfoloske grupe. Poznato je da limfociti nastanjuju efektorski odeljak intestinalne
mukoze. Laminu epitelijalis mukoze nastanjuju intraepitelni limfociti oznaceni kao IEL,
dok laminu propriju mukoze nastanjuju lamina propria limfociti oznaceni kao LPL (Guy-
Grand i sar., 2005). LPL su predstavljeni T limfocima (CD4+ i CD8+ T limfociti) i B
limfocitima. T limfociti predstavljaju finalno diferencirane efektorske T ¢elije €iji su putevi
stimulacije razli¢iti od onih za T limfocite periferne krvi. Sekretuju velike koli¢ine citokina
kao Sto je IFNy, IL4, ILS. To su najve¢im delom CD4+ T limfociti. B limfociti su
aktivirane B celije 1 plazma Ccelije koje sekretuju najve¢im delom IgA. Intraepitelni
limfociti su takode jedinstvena populacija limfocita razli¢ita od LPL. U grupi uzoraka u
kojoj dominiraju limfociti i plazma celije, uoceno je skracenje crevnih resica na 75-50%
normalne duZine, a same promene su okarakterisane kao blage do umerene. Crevne resice
su zadebljale, a neke su fuzionisane. Na epitelnim celijama zapazaju se degenerativne

promene, kao i deskvamacija epitelnih Celija. Zapazeno je blago do umereno prosirenje
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kripti (10 - 25% kripti je proSireno). Lamina propria je edematozna zbog prisustva obilnog
¢elijskog infiltrata velikim brojem mononuklearnih c¢elija, medu kojima dominiraju
limfociti 1 plazma celije. Plazma Celije, sa ekscentricno postavljenim jedrima, obi¢no u
grupama ispunjavaju laminu propriju crevnih resica. Kripte su razdvojene sa 10 — 20
limfocita i plazma ¢elija. Pojedina¢ni limfociti, smeSteni intaepitelno (intraepitelni limfociti
— IEL), zapaZaju se na epitelu crevnih resica, i to kao individualne ¢elije, a retko u grupama
(grozdovima). IEL su predstavljeni T limfocitima sa znacajnom citolitickom 1
imunoregulatornom aktivno$¢u. (Abbas i1 sar., 2006). Rezultati dosadasnjih izucavanja
imunoloskog sistema ukuzuju da intraepitelni limfociti ¢ine jedinstvenu populaciju
limfocita predstavljenu T limfocitima sa znafajnom citolitickom 1 imunoregulatornom
aktivnoS¢u. T - celijski receptor (TCR), prepoznaje peptidne antigene prezentovane u
sklopu MHC molekula i predstavlja heterodimer Kkoji se sastoji od o i f lanaca, dok manji
procenat T Celija u organizmu eksprimira receptore sastavljene od y i & lanaca. (Abbas i
sar., 2006). Prema nekim autorima (Untersmayr i sar., 2006), ¢ak 50% IEL u crevima su
voT limfociti. y6T limfociti su slabo definisanog porekla i uloge. Nekada se smatralo da su
IEL zaduzeni za prvi kontakt sa antigenom (Ferguson 1977). Danas se zna da je to zadatak
M ¢elija. IEL luce u velikoj koli¢ini IFNy i ILS. Moguca funkcija je imunoloski nadzor nad
mutiranim ili virusom inficiranim ¢elijama (Roitt i sar. 2001). IEL su izvor citokina Th2
tipa - IL13, koji podrzava produkciju IgE i alergijsku reakciju. yYSTCR molekuli prepoznaju
proteinske 1 neproteinske antigene koje uglavnom ne prezentuju klasiéni MHC molekuli
(Untersmayr i sar., 2006; Allison i sar., 2001), §to ukazuje da prepoznaju konformaciju, a to
je tipicna odlika alergena hrane, te je moguce da ucestvuju u odgovoru na alergene hrane.

Iz rezultata drugih istrazivata koji su se bavili ispitivanjem imunofenotipskih
karakteristika ¢elija u uzorcima sluznice duodenuma zdravih pasa, poznato je da na CD3
antitelo pozitivno reaguju pojedinacni limfociti u lamini propriji mukoze i u lamini
epitelijalis mukoze. Istovremeno je ustanovljeno da na CD79 antitelo pozitivho reaguju
pojedinaéni limfociti u lamini propriji mukoze (Day i sar., 2008).

Imunohistohemijskim ispitivanjem uzoraka sluznice duodenuma obolelih pasa u
nasem materijalu, uocena je ekspresija CD3+ (T limfocita) i CD79+ (B limfocita). Kod

ispitanih uzoraka, kod 31 psa u inflamatornom infiltratu dominiraju celije CD3+
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imunofenotipa. Pozitivna imunohemijska reakcija je ispoljena nalazom precipitata
tamnosmede boje u predelu celijske membrane T limfocita, tako da je prisutan tzv.
membranski precipitat. Reakcija rede zastupljenih B limfocita, vise je difuznog karaktera. B
limfociti dominiraju u 2 slucaja. U 13 slucaja postoji ravnomerno mesoviti limfocitno -
plazmocitni infiltrat.

U literaturi se moze na¢i mnoStvo podataka o psima obolelim od limfocitno —
plazmocitnog duodenitisa. Medutim, o psima kod kojih se u biopsijskom uzorku
duodenuma uocava dominacija plazmocita, dominacija limfocita ili meSoviti infiltrat
plazmocita i limfocita, podaci su veoma oskudni. U nasem istrazivanju smo uporedivali
broj leukocita, limfocita, koncentraciju ukupnih proteina, koncentraciju serumskih
albumina kao i vrednosti indeksa CIBDAI i CCECAI kod pasa obolelih od LPD, ali sa
dominacijom razli¢itih ¢elija u infiltratu (tabela 32, tabela 33, tabela 34, tabela 35, tabela 38
i tabela 39). Psi sa ravnomerno mesovitim infiltratom su pokazali najvece srednje vrednosti
za broj leukocita i limfocita, kao i najniZze srednje vrednosti za koncentraciju ukupnih
proteina i1 koncentraciju serumskih albumina. Kod ovih pasa ustanovljene su najvece
srednje vrednosti klinickih indeksa CIBDAI i CCECAI. Promene uocene patohistoloskim
ispitivanjem su okarakterisane kao blage do umerene. Medutim, kod pasa sa dominacijom
plazmocita u infiltratu, koji su imali najniZe srednje vrednosti broja leukocita i limfocita,
najvece srednje vrednosti koncentracije ukupnih proteina i serumskih albumina kao i
najnize srednje vrednosti klinickih indeksa CIBDAI i CCECALI, patohistoloske promene na
biopsijskim uzorcima okarakterisane su kao umerene. Iz navedenog se moze zakljuciti da
klini¢ka manifestacija LPD ne odrazava uvek patohistolosku sliku. Ukoliko odredenom psu
na osnovu klinickih ispitivanja budu izracunati indeksi CIBDAI i CCECAI koji bi ga
svrstali u grupu pasa obolelih od blagih enteropatija, to ne mora da podrazumeva blage
promene u patohitoloSkom nalazu, ili pak ukoliko odredenom psu na osnovu klinickih
ispitivanja budu izracunati indeksi CIBDAI i CCECAI koji bi ga svrstali u grupu pasa
obolelih od srednjih ili intenzivnih enteropatija, to ne mora da podrazumeva uvek
intenzivne promene u patohitoloskom nalazu, ve¢ promene mogu biti i blage ili umerene.
Do sli¢nih rezultata dosli su i Allenspach” i saradnici (2009) koji navode da u svojim

istrazivanjima nisu mogli da uspostave korelaciju klinicke aktivnosti (klini¢kih indeksa) sa

108



patohistoloskim nalazom. Ovi autori sugeriSu da su pri oceni intenziteta bolesti promene u
mikroarhitekturi crevnih resica od veceg znacaja nego sam celijski infiltrat. Na ovaj nacin
bi se mozda moglo objasniti zasto naki psi oboleli od LPD, u nasem istrazivanju, imaju
visoke indekse CIBDAI i CCECAI, a blage patohistoloske promene na biopsijskim
uzorcima, dok pojedini psi imaju niske klinicke indekse, a promene na biopsijskim
uzorcima su okarakterisane kao umerene ili znacajne.

Na osnovu do sada iznetih rezultata je ocigledno da se na osnovu klinicke
dijagnostike, ultrazvu¢nog, rendgenskog i endoskopskog nalaza ne moze sa sigurnoséu
tvrditi o kom tipu zapaljenja creva se radi. Ne postoje jasne razlike u rezultatima klinic¢kih
ispitivanja kod pasa obolelih od razli¢itih vrsta enteropatija. Jedino se patohistoloskom
analizom uz opis prate¢ih morfoloskih promena i opis ¢elija koje se nalaze u infiltratu moze
postaviti definitivna dijagnoza. Ipak, nasi rezultati, kao i podaci iz literature, ukazuju da
postoji potreba za daljim istrazivanjima u smeru utvrdivanja u kojoj meri promene
mikroarhitekture crevnih resica, a u kojoj meri sam Ccelijski infiltrat uticu na klini¢ku

manifestaciju limfocitno - plazmocitnog duodenitisa pasa..
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7. ZAKLJUCCI

Na osnovu sprovedenih istrazivanja, doneti su slede¢i zakljucci:

1. Vrednost klini¢kih indeksa CIBDAI i CCECAI kod obolelih pasa, koji se
izraCunavaju na osnovu podataka dobijenih klinickim pregledom, ukazuju na intenzitet
klinicke manifestacije duodenitisa. Klinicke manifestacije limfocitno — plazmocitnog
duodenitisa (LPD) mogu da variraju od blage do vrlo intenzivne, $to nije odredeno tipom

infiltrata.

2. Utvrdena je statisticki znacajna razlika za vrednosti broja leukocita i limfocita
izmedu pasa obolelih od LPD 1 kontrolne grupe pasa (p<0,01). Nije utvrdena statisticka

znacajnost razlike za vrednosti eozinofilnih granulocita i eritrocita.

3. Utvrdena je statistiCki znacajna razlika za vrednosti koncentracije ukupnih
proteina i koncentracije serumskih albumina izmedu pasa obolelih od LPD i kontrolne

grupe pasa (p<0,01). Nije utvrdena statisti¢ka znaCajnost razlike za vrednosti ALT, AST i

AP.

4. Ultrazvuénom, radioloSkom 1 endoskopskom dijagnostikom nije moguce

napraviti razliku izmedu razlicitih tipova inflamatorne bolesti creva.

5. Patohistoloskom analizom biopsijskih uzoraka duodenuma pasa obolelih od LPD,

kod 46 pasa je utvrden limfocitno - plazmocitni infiltrat u sluznici creva.
6. Imunohistohemijskom analizom 46 biopsijskih uzoraka duodenuma, kod kojih je

patohistoloskom analizom uocen limfocitno - plazmocitni infiltrat u sluznici creva,

ustanovljeno je da u 2 uzorka postoji dominacija plazma ¢elija, u 31 uzorku dominiraju
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CD3+ T limfociti, dok je u 13 uzoraka ustanovljen ravnomerno mesoviti infiltrat limfocita i
plazma celija.

7. Analizom statistickih pokazatelja za CIBDAI i CCECAI unutar grupe pasa
obolelih od limfocitno - plazmocitnog duodenitisa, eozinofilnog duodenitisa i kataralnog
duodenitisa pasa, ustanovljeno je da su najvise prose¢ne vrednosti za CIBDAI i za CCECAI
bile kod pasa sa LPD, a najmanje prose¢ne vrednosti za CIBDAI i CCECAI su bile kod
pasa sa kataralnim duodenitisom. Analizom statistickih pokazatelja za CIBDAI i CCECAI
unutar grupe pasa obolelih od LPD, ustanovljena je signifikantna razlika (p<0,05) izmedu
prosecne vrednosti za CIBDAI 1 CCECALI kod pasa sa meSovitim infiltratom i prosecne
vrednosti pasa sa pretezno plazmocitnim infiltratom. Statisticki vrlo znacajno (p<0,01) je
vecéa prosecna vrednost za CIBDAI i CCECALI kod pasa sa meSovitim infiltratom u odnosu

na prosec¢nu vrednost za CIBDAI i CCECAI kod pasa sa pretezno limfocitnim infiltratom.
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