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1. UVOD

Poremecaji hemostaze jedni su od najceS¢ih hematoloskih poremecaja s kojima se
susre¢emo u veterinarskoj medicini. Za klinicara je klju¢no razumijevanje opée patogeneze i
uzroka ukljucenih u razvoj poremec¢aja hemostaze. Hemostaza je kompleksan proces koji ukljucuje
vremenski i prostorno regulirane interakcije izmedu stijenke krvnih Zila i cirkulirajucih trombocita,
tkivnog faktora (TF) povezanog s membranom te prokoagulantnih, antikoagulantnih i
fibrinolitickih plazmatskih proteina (BROOKS i CATALFAMO, 2013). Proces hemostaze moze
se podijeliti na tri faze: primarna i sekundarna hemostaza te fibrinoliza. Primarna hemostaza
uklucuje trombocite i von Willebrandov faktor na mjestu vaskularne ozljede, a zavrSava
stvaranjem trombocitnog agregata. Sekundarna hemostaza odnosi se na reakcije koagulacijske
kaskade Sto zavrSavaju stvaranjem fibrinsko-stani¢ne mrezice 1 stabilnog hemostatskog ¢epa. U
procesu fibrinolize, kao tre¢e faze hemostaze, plazmin postupno razgraduje zreli ugrusak kako bi
se ponovno uspostavio normalan protok krvi poslije cijeljenja vaskularne ozljede. Budu¢i da
izmedu trombocita, koagulacijskih proteina i stanica koje nose tkivni faktor postoji uska
povezanost, klasi¢éni model podjele procesa u hemostazi na primarnu i sekundarnu hemostazu
zamjenjen je stanicnim modelom koagulacije krvi, koji podrazumijeva simultano odvijanje
pojedinih faza koagulacije i fibrinolize (BHASKAR, 2016).

Fizioloski, u krvi se nastoji odrzati balans izmedu antikoagulatnih i prokoagulantnih
zbivanja, s teziStem prema antikoagulatnim zbivanjima koja odrzavaju krv tekuom, a zdrave
krvne zile osigurat ¢e protok krvi pod visokim tlakom u nepropusnom prostoru. Ako dode do
oStecenja krvne Zile, dolazi do prokoagulantne aktivnosti trombocita, §to ¢e rezultirati stvaranjem
trombina, stvaranjem fibrinskog ugruska i prestankom krvarenja. Trombin ¢e potaknuti aktivaciju
antikoagulantnih proteina koji ¢e ograniciti veli¢inu ugruska te ¢e uslijediti proces fibrinolize koji
je odgovoran za razgradnju ugruska i cijeljenje rane (BROOKS i CATALFAMO, 2013).

Trombociti u krvi nastoje smanjiti gubitak krvi adheriraju¢i na endotel krvnih zila,
nakupljajuéi se i poti¢uéi novi priljev trombocita na oSte¢eno podrucje i stvaranje trombina i
fibrina u mikrookoliSu koji osigurava brzo nastajanje tromba (GENTRY, 2000). Nadalje, osim
veoma vazne uloge koju trombociti imaju u hemostazi, vazna je i njihova uloga u upalnim
procesima i cijeljenju rana putem izravnih medustani¢nih interakcija i otpuStanja topljivih
medijatora iz aktiviranih trombocita koji mogu mijenjati aktivnost ostalih krvnih stanica i
vaskularnog endotela. MoZe se re¢i da trombociti u svih vrsta sisavaca imaju jednak bioloski
odgovor, tj. jednako odgovaraju na osteCenje krvnih zila, upalu i oStecenje drugih tkiva.
Cirkuliraju¢i trombociti su u interakciji s vaskularnim endotelom, medusobno ili s drugim krvnim
stanicama samo u slucaju oSteCenja koje ugrozava integritet krvnih zila (RUGGERI, 1994).
Izlozenost kolagenih vlakana u o§te¢enim endotelnim stanicama krvnih Zila pri vaskularnoj traumi
snazan je poticajni faktor za aktivaciju trombocita. U slu¢aju manjeg vaskularnog oStecenja,
endotelne stanice sintetiziraju i izlu¢uju von Willebrandov faktor (vWF) te fibrinogen, koji se
moze skupljati uz stani¢énu membranu endotelnih stanica, te tako privlace trombocite na mjesto
ostec¢enja. U pocetku se uz oste¢enje trombociti nakupljaju u jednom stani¢nom sloju, a njihove
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staniéne membrane konformacijski se mijenjaju, Sto uzrokuje aktivaciju glikoproteinskih (GP)
I1b/Illa (CD41/CD61) receptora koji imaju dvojnu ulogu pri adheziji trombocita na von
Willebrandov faktor (VWF) ili fibrinogen (GENTRY, 2000). Sekundarna faza adhezije trombocita
podrazumijeva reakcije izmedu trombocita i sekreciju trombocitnih granula (GENTRY, 2000).

Mobiliziranje cirkuliraju¢ih trombocita i njihovo uklopljivanje u novonastali trombocitni
“Cep” kontroliraju agonisti, poput adenozin difosfata (ADP-a), serotonina i adrenalina (u primata,
macaka i pasa), $to se otpustaju iz zaliha, te novosintetizirane reaktivhe molekule, trombocitnog
aktivirajuceg ¢imbenika (PAF-a) i tromboksana A: (TxA-) iz aktiviranih trombocita. Svi agonisti
zajednicki djeluju na ubrzano stvaranje ireverzibilnog trombocitnog agregata, tako Sto ¢e djelovati
na privladenje novih trombocita i poticati njihovu aktivaciju i koheziju s ve¢ adheriranim
trombocitima (GENTRY, 2000).

Uz pocetnu adheziju trombocita, aktivirane endotelne stanice na svojoj povrsini izraZavaju
transmembranski tkivni faktor (TF). Tkivni faktor, zajedno s cirkuliraju¢im faktorom VII (fVI11),
formira proteoliticki aktivan kompleks, TF-fVII, koji je poticatelj reakcija koje ¢e rezultirati
nastankom trombina. Trombin je univerzalni agonist trombocita koji pocinje Citavu kaskadu
dogadanja i promjena na trombocitima, njihovu promjenu oblika, agregaciju, sekreciju
granuliranog sadrzaja i sintezu reaktivnih c¢initelja. Trombin uzrokuje konverziju topljivog
fibrinogena u netopljive polimere fibrina (ALLEGREZZA-GIULIETTIS i sur., 1991). Fibrinogen
i fibrin stabilizirat ¢e agregate i ubrzati nastanak tromba (GENTRY, 2000).

Trombi bogati trombocitima relativno su otporni na fibrinolizu. Prije no §to ugrusak moze
biti otklonjen, plazmin mora biti aktiviran proteolitickim cijepanjem plazminogenskih molekula
koje se ugraduju unutar fibrinskih mrezica tijekom stvaranja tromba. Tkivni aktivator
plazminogena (tPA), koji je potreban kao katalizator te pretvorbe, otpusta se iz endotelnih stanica
stimuliranih trombinom. Nekoliko proteoliti¢kih inhibitora otpusta se iz aktiviranih trombocita,
ukljuéujudi inhibitor aktivatora plazminogena (PAI-1). Inhibitor aktivatora plazminogena potice
stabilizaciju ugruska na mjestu nastanka hemostatskog Cepa, tako Sto djeluje kao inhibitor
aktiviranog proteina C (APC), kao i tPA-a. Trombociti izlu¢uju PAI, nakon ¢ega on osigurava
stalno stvaranje trombina, kao 1 fibrina, te odgada pocetak fibrinolize dok tromb nije konsolidiran,
a cijeljenje rane nije u poodmakloj fazi. Fizioloski znac¢aj ostalih inhibitora, ukljucujuéi inhibitor
au-proteaze, az-makroglobulin, C1 inhibitor, az-antiplazmin, itd., u proteolitickoj aktivnosti unutar
krvnog ugruska ili tijekom pojave upale se tek treba razmotriti (NIEWIAROWSKI i sur., 1994).

Plazminogen, koji se sintetizira u jetri, u plazmin, njegov aktivni oblik, transformiraju
aktivatori plazminogena, a fibrin takoder pozitivno utjece na tu transformaciju. Nastali plazmin
razgraduje fibrin do produkata razgradnje fibrinogena. Popre¢no povezane molekule fibrina
stvaraju faktor Xllla, a D-dimeri nastaju razgradnjom tih molekula. Prisutnost D-dimera ukazuje
na razlaganje fibrinskog ugruska, dok prisutnost produkata razgradnje fibrinogena (FDP) moze
proiza¢i od razlaganja fibrinogena, fibrinskih monomera ili fibrina popre¢no povezanog
molekulskog sastava (MCMICHAEL, 2012).



Tkivni aktivator plazminogena (tPA) i urokinazni aktivator plazminogena (UPA) dva su
fizioloska aktivatora plazminogena u sisavaca. TKivni aktivator najvazniji je aktivator
plazminogena unutar unutar krvne Zile, a urokinaza izvan nje, odnosno u ekstravaskularnom tkivu.
Tkivni aktivator plazminogena izlu¢uju endotelne stanice kao odgovor na mnostvo stimulansa,
poput bradikinina, histamina, acetilkolina, alfa-adrenergi¢nih agenasa te faktora aktivacije
trombocita (PAF). Enzimatska aktivnost tPA veoma je slaba u odsutnosti fibrina. Urokinazni
aktivator plazminogena sintetiziraju stanice sli¢ne fibroblastima, epitelne stanice, monociti i
endotelne stanice. Za razliku od tPA, UPA moze aktivirati plazminogen u odustnosti fibrina
(BOOTH i BACHMAN, 2006).

2. CILJ RADA

S obzirom na to da je proces hemostaze prvi korak prema cijeljenju rane, smatram da je za
klini¢ara vrlo vazno znanje o provedbi analitickog postupka u dijagnostici, razumijevanje
dobivenih rezultata, te procjena vrste i intenziteta poremecaja u specificnim slucajevima, prema
¢emu se odreduje i terapeutski postupak uz kojeg ¢e pacijent posti¢i puni oporavak.

3. LABORATORIJSKA DIJAGNOSTIKA POREMECAJA
HEMOSTAZE | FIBRINOLIZE

Laboratorijska dijagnostika poremecaja hemostaze i fibrinolize predstavlja vazan korak u
diferencijalnoj dijagnostici kod pacijenata u pocetku, tijekom utvrdivanja diferencijalnih
dijagnoza, kod pacijenata sa znakovima spontanog krvarenja. U pasa, vlasnik moze izraziti sumnju
na poremecaje hemostaze ako primijeti spontano krvarenje na zZivotinji. Macke obi¢no ne krvare
spontano, ve¢ sumnju na poremecéaj hemostaze moze izazvati prekomjerno krvarenje iz rane
nastale venepunkcijom, kateterizacijom, operacijskim zahvatima ili ako zivotinja postoperativno
prekomjerno krvari. U slucaju nefunkcionalnog primarnog hemostatskog cepa, krv ¢e izlaziti iz
povrsinskih i dubokih krvnih zila tijekom nekoliko sekundi ili minuta dok se ne formira stalni
sekundarni hemostatski Cep. Uslijed navedenog, klinicki se mogu uociti manja povrSinska
krvarenja koja okruZzuju krvnu Zilu, u obliku petehija, ekhimoza ili krvarenja na sluznicama
(epistaksa, hematurija, melena i sli¢cno). U slu¢aju nefunkcionalnog sekundarnog hemostatskog
cepa, krvarenje se ne primjecuje neposredno, ve¢ nekoliko minuta nakon, npr. venepunkcije, kada
pacijent krvari profuzno. Krvarenje je u ovom slucaju odgodeno zbog primarnog trombocitnog
¢epa koji privremeno zatvara oStecenje na krvnoj Zili, no budu¢i da se radi o poremecaju stvaranja
fibrina, krv ¢e ponovno istjecati kroz oStecenje na krvnoj Zili nakon $to primarni hemostatski cep
izgubi funkciju. Navedeno rezultira nastankom velikih dubokih krvarenja u obliku velikih
hematoma ili krvarenja u tjelesne Supljine (COUTO, 2012).

Uzorkovanje krvi na odgovaraju¢i nacin za odredivanje ukupnog broja trombocita u krvi i
koagulacijskog panela treba uciniti §to je prije moguce kako bismo, prema rezultatima, znali koje
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laboratorijske testove ¢emo sljedece koristiti. Oni ¢e pomoci da razlikujemo krvarenja nastala
vaskularnim ozljedama od krvarenja nastalih sistemskim hemostatskim disbalansom (BROOKS i
CATALFAMO, 2013). Testovi hemostaze, za razliku od ostalih laboratorijskih testova, zahtjevaju
posebne uvjete pri uzorkovanju krvi. Za mjerenje broja trombocita, potrebna je krv uzeta s
antikoagulansom kalijevom soli etilendiaminotetraoctene kiseline (K-EDTA). Koagulacijski
testovi izvode se na plazmi iz krvi s antikoagulansom, npr. natrijevim citratom ili citratnim
puferom. Za ispitivanja agregacije trombocita u punoj krvi, bolje je koristiti krv antikoaguliranu s
hirudinom (MISCHKE, 2017).

Za dobivanje citratne plazme, mogu se koristiti komercijalni spremnici. Svaki takav
spremnik sadrzi odredeni volumen (0.11 mol/L) natrijevog citrata ili otopine citratnog pufera, kako
bi se osigurao omjer krvi i antikoagulansa 9:1. U slu¢ajevima kada se u spremniku ne nalazi
dovoljna koli¢ina krvi, moguca su znac¢ajno produljena vremena koagulacije, osobito aktivirano
parcijalno tromboplastinsko vrijeme (aPTT). Kontrolirano prepunjavanje ili potpunjavanje
spremnika indicirano je kada se Zeli posti¢i primjeren omjer plazme i citratne otopine, tj. kada je
hematokrit primjetno povisen ili snizen (omjer plazme i citratne otopine otprilike je 2.25:1 u
uzorku s hematokritom od 75%, gdje prepunjenost epruvete od 190% normalnog volumena
rezultira primjerenim omjerom) (MISCHKE, 2017).

Uzorkovanje krvi treba biti brzo i njezno (<30 sekundi), kako bi se izbjegla znatnija
aktivacija hemostatskog i fibrinolitickog sustava. Uzorkovati treba oStrom, jednokratnom iglom s
primjerenim lumenom (19 G ili 1.1x30 mm za pse). Prve kapi krvi treba odbaciti ili uzorkovati u
drugu epruvetu, kako bi se izbjegla kontaminacija uzorka s tkivnim faktorom koji moze potaknuti
aktivaciju faktora zgruSavanja krvi ili trombocita i uzrokovati dobivanje netocnih rezultata testova.
Krv treba pazljivo naslojavati uz stijenku epruvete. Ako se krv sa citratom uzima u brizgalicu,
aspiraciju treba pazljivo izvesti, jer prevelik utjecaj vakuuma moze takoder uzrokovati aktivaciju
koagulacijskog sustava. Uz navedeno, uzorci za rutinske testove mogu se uzeti putem privremenog
venskog katetera, kada su moguca odstupanja u testovima, ali zanemariva, stoga je dobar nacin
uzorkovanja krvi kod kriti¢nih pacijenata jer eliminira dodatnu trauma na veni, nelagodu i strah
koje pacijent osjeca (MISCHKE, 2017).

Kako bi se osiguralo dobro mijesanje uzorkovane krvi i antikoagulansa u epruveti
(natrijevog citrata) ili brizgalici, epruvetu (ili brizgalicu) treba pazljivo okretati ve¢ prilikom
uzorkovanja. Kada se uzorkovanje zavrsi, epruvetu treba nastaviti pazljivo okretati 1 okrenuti
nekoliko puta, vode¢i pritom racuna da ne dode do hemolize. Dodatak hemolizata in vitro znatno
interferira s vremenima zgrusavanja, poput aPTT i TT u psecoj krvnoj plazmi, iako je i u¢inak
hemolizata ogranicen i tesko je odrediti njegovu najucinkovitiju koncentraciju. Neke studije
pokazale su da su razlike u PT i aPTT izmedu hemoliziranih uzoraka i nehemolizirane kontrole
gotovo zanemarive, zbog ¢ega se moze reci da je nepotrebno odbacivanje hemoliziranih uzoraka
za izradu rutinskih testova (MISCHKE, 2017).



Centrifugiranje uzorka i posljedi¢éno neposredno odvajanje supernatanta citratne plazme
(siromasne trombocitima) koristeci pipetu, trebalo bi uciniti $to je prije moguce, najkasnije 2 sata
poslije uzorkovanja krvi. Uzorak prije centrifugiranja treba provjeriti da li sadrzi ugruske. Uzorak
s ugruscima se odbacuje, a dobar uzorak treba centrifugirati 10 minuta, pri 1.500-2.000 g (pri ¢emu
g predstavlja centrifugalnu silu).

Tijekom 48 sati nakon uzorkovanja minimalne su razlike u rezultatima vecine
koaglacijskih testova s obzirom na skladiStenje uzorka citrirane krvne plazme na sobnoj
temperature ili pri 8°C. Poslije 8 i 24 sata, jedina znacajna razlika bio je pad koncentracije
fibrinogena u uzorku krvne plazme psa skladiStenom na sobnoj temperature (24 °C), s 3.2 g/l na
2.9 g/l u tijekom 8 sati, te na 2.3 g/l u 24 sata. Von Willebrandov faktor u plazmi psa takoder je
relativno stabilan tijekom prvih 48 sati skladiSnjenja pri 4 ili 22 °C. S obzirom na navedeno, slanje
uzorka citratne plazme noénom kurirskom sluzbom u specijalizirani laboratorij moze se izvesti i
ne zahtjeva hladenje ili zamrzavanje uzorka. No, nije poznato jesu li macja plazma i patoloski
uzorci jednako stabilni u svim uvjetima skladiStenja, te takve uzorke pune krvi s dodatkom citrate
treba odmah centrifugirati i izvesti analize testova ¢im prije, po moguénosti 3-4 sata poslije
uzorkovanja (MISCHKE, 2017).

Laboratorijski testovi, koje mozemo koristiti u dijagnostici poremecaja hemostaze, dijele
se na testove poremecaja primarne i sekundarne hemostaze te fibrinolize. Moguce je i mjerenje
aktivnosti glavnih inhibitora hemostaze u krvi. U laboratorijske testove poremecaja primarne
hemostaze ubrajamo ukupan broj trombocita (PLT), odredivanje prisutnosti trombocitnih antitjela,
testovi funkcije trombocita, agregometrijska mjerenja, proto¢na citometrija, mjerenje von
Willebrandovog faktora (VWF) te vrijeme krvarenja bukalne sluznice (BMBT). Testovi
poremecaja sekundarne hemostaze su protrombinsko vrijeme (PT), aktivirano parcijalno
tromboplastinsko vrijeme (aPTT), aktivirano vrijeme zgrusavanja (ACT), mjerenje faktora
koagulacije ovisnim o vitaminu K (PIVKA) te mjerenje aktivnosti pojedinacnih faktora
koagulacije krvi (FI- FXII). Aktivnost fibrinolize moguce je mjeriti pomoé¢u FDP i D-dimera.
Laboratorijskim analizama moguce je dobiti uvid u aktivnost glavnih inhibitora krvi: antitrombina
i proteina C, kao i koncentraciju thrombin —antitrombin kompleksa. Trombelastografija pruza uvid
u koagulaciju i fibrinolizu.

3.1. Laboratorijska dijagnostika poremecaja primarne hemostaze

3.1.1. Broj trombocita

Trombocitopenija se Cesto javlja u pasa i macaka, za razliku od ostalih vrsta domacih
zivotinja, u kojih je nesto rjeda, stoga je ukupan broj trombocita prvi dijagnosticki test u procjeni
poremecaja primarne hemostaze. Trenutno ne postoji neinvazivni test koji precizno razlikuje
trombocitopeniju uzrokovanu prekomjernim razaranjem trombocita ili njihovim utro§kom, od
trombocitopenije uzrokovane smanjenim stvaranjem trombocita (WEISS, 2000). Normalan broj
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trombocita u uzorku krvi pasa i macaka nalazi se u rasponu od 150 - 450 x 10° trombocita/ uL.
Neuobicajeno nizak ukupan broj trombocita Cest je laboratorijski artefakt, zbog cega treba odrediti
ukupan broj trombocita u razmazu periferne krvi kako bi se isklju¢ila trombocitopenija uslijed
sljepljivanja trombocita (BROOKS i CATALFAMO, 2013).

Za utvrdivanje broja trombocita u perifernoj cirkulaciji najéesce se upotrebljavaju dvije
metode: brojanje trombocita upotrebom hemocitometra (specijalno izradene mrezice vidljive
mikroskopom podijeljene u precizna polja) i automatizirano odredivanje broja trombocita
upotrebom automatskih analizatora koji koriste metodu impedancije ili laser (JAIN, 1986;
DUNCAN i sur., 1994; JAIN, 1993). Odredivanje broja trombocita pomo¢u hemocitometra ima
nisku preciznost u usporedbi s automatiziranim metodama, medutim, neki radovi ukazuju na vrlo
nisku reproducibilnost i veliku korelaciju rezultata dobivenih upotrebom hemocitometra i
automatiziranog mjerenja (WEISER i KOCIBA, 1984).

Upotrebom hemocitometra, brojanje trombocita provodi se mikroskopiranjem u 5

oznacenih polja (P) i mnozi sa faktorom razrjedenja, ¢ime se dobiva apsolutni broj trombocita
(PALTRINIERI i sur., 2018).



Slika 1: Prikaz hemocitometra i podrucja za brojenje trombocita (P)

Trombocitopenija moze biti i sluCajan nalaz u kompletnom hemogramu. Prava
trombocitopenija treba se potvrditi prije pristupa drugim dijagnostickim postupcima te se treba
paziti da se koriste ispravni referentni intervali, jer hrtovi, za usporedbu s drugim psima, fizioloski
imaju nizi ukupan broj trombocita u uzorku periferne krvi. Krvni razmazi izraduju se nakon
dobivanja rezultata zbog potvrde i iskljucivanja pseudotrombocitopenije. Pseudotrombocitopenija
je moguca pojava uslijed sljepljivanja trombocita zbog aktivacije trombocita tijekom ili poslije
venepunkcije, zbog antitijela ovisnih o antikoagulansu reaktivnih na glikoprotein Ilb/llla u
prisutnosti etilendiamintetraoctene Kiseline (EDTA) i drugih antikoagulansa te hladnih aglutinina
(SCHREZENMEIER i sur., 1995). U slucaju takvog sljepljivanja, uzorkovanje treba ponoviti uz
koristenje epruvete s citratom. Pseudotrombocitopenija se moze javiti i ako su trombociti u uzorku
veci od gornje referentne granice za volumen trombocita u automatskom analizatoru, kao $to su
trombociti pasa pasmine kavalir $panijel (SMEDILE i sur., 1997; BROWN i sur., 1994) te se u
tom slucaju trombociti prebrojavaju upotrebom mrezice za prebrojavanje stanica.

Automatizirano mjerenje Kkoristi metodu impendancije, u kojoj prolaz korpuskularnih
elemenata kroz otvor Salje signal ¢ija je veliCina proporcionalna veli¢ini Cestice, a broj signala
proporcionalan broju ¢estica. Ovaj nafin mjerenja ¢esto se naziva 1 Coulterov sistem.
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Slika 2: Shematski prikaz nac¢ina mjerenja broja stanica metodom impendancije

Najpopularniji instrumenti za utvrdivanje broja trombocita su laser 1 impedancijski brojac
stanica (BOURGES-ABELLA i sur., 2011) no oni ponekad daju neto¢ne rezultate pri mjerenju
trombocita u krvi domacih zivotinja (SMITH 1 sur. 2014). Lazna trombocitopenija moze se javiti
kada instrument ne prepozna trombocite (npr. uslijed makrotrombocitopenije, odnosno pojave
aktiviranih trombocita, kada su stanice ve¢e od normalnih) ili uslijed sljepljivanja trombocita.
Lazna trombocitoza moze se povezati s prisutno$¢u mikrocitoze ili poikilocitoze, jer se tada mali
eritrociti ili fragmenti stanica broje kao trombociti. Nema mnogo podataka o to¢nosti opticke i
impedancijske metode brojanja trombocita u sluc¢ajevima trombocitopenije s mikrocitozom,
utvrdenom srednjim korpuskularnim volumenom (MCV) eritrocita. Budu¢i da automatizirani
brojaci u slu¢ajevima mikrocitoze mogu dati neto¢an ukupan broj trombocita, odredivanje pravog
ukupnog broja trombocita nuzno je kako bi se eliminirale pogreske, osobito u podrucjima gdje je
mikrocitoza uéestao nalaz (BOULASSEL i sur., 2015).

Prolazak stanice odredenog volumena kroz otvor na unutarnjoj elektrodi uzrokuje
elektricni signal — broj takvih signala jednak je broju stanica, dok jacina signala odgovara
volumenu stanica. Spomenutim principom mjeri se prosje¢ni volumen trombocita (MPV). Uz
MPV, od dijagnostickog interesa je i trombokrit (PCT) 1 Sirina distribucije trombocita (PDW).
Neki automatski analizatori koriste broj 1 volumen trombocita iz kojih direktno preracunavaju
trombokrit, koji predstavlja umnozak spomenute dvije varijable, te predstavlja neki oblik analoga
hematokritu kada govorimo o eritrocitnim varijablama. Distribucija trombocita daje uvid u
heterogenost u veli¢ini trombocita. Ukoliko su trombociti podjednake veli¢ine, PDW je normalan,
a ukoliko je prisutna populacija trombocita koji su medusobno razli¢iti po volumenu, PDW je
povisen (SCHWARTZ i sur., 2014).



Trombocitopenija se Cesto javlja u pasa i macaka, za razliku od ostalih vrsta domacih
Zivotinja, u kojih je nesto rjeda, stoga je ukupan broj trombocita prvi dijagnosticki test u procjent
poremecaja primarne hemostaze (BROOKS i CATALFAMO, 2013). Kao uzroke
trombocitopenije u obzir treba uzeti i razlicite zarazne bolesti. Trombocitopenija se ¢esto povezuje
s leukopenijom ili neregenerativnom anemijom, ali moze se javiti zasebno. Trombocitopenija se
moze javiti tri do pet dana poslije cijepljenja, a zapaZena je u pasa, macaka i1 svinja.
Trombocitopenije potaknute lijekovima uzrokovane su s nekoliko razli¢itih mehanizama —
smanjenim stvaranjem trombocita, pove¢anom potroSnjom trombocita, sekvestracijom trombocita
te pojaCanim gubitkom trombocita (JAIN, 1993).

Slika 3. Trombocitopenija u razmazu periferne krvi (Bari¢ Rafaj, osobna zbirka)

3.1.2. Trombocitna antitijela

U identifikaciji trombocitnih antitijela induciranih lijekovima Kkoriste se dva testa:
trombocitni faktor 3 (PF3) test i test direktnom megakariocitnom imunofluorescencijom (MDIF).
Pri provodenju PF3 testa, uzorkuje se serum pacijenta i inkubira uz dodatak lijeka koji se smatra
uzrokom trombocitopenije. Ako serum pacijenta sadrzi imunoglobuline koji se vezu za lijek i za
homologne trombocite, homologni trombociti otpustat ¢e povecanu kolic¢inu PF3, koji ¢e ubrzati
stvaranje ugruska, u usporedbi sa kontrolnim uzorkom (JAIN, 1986). Osjetljivost testa je od 28-
80% (LEWIS i MEYERS, 1996). Za izvedbu MDIF testa, odredeni broj megakariocita mora biti
prisutan u kosStanoj srzi. Pozitivan test vidljiv je uz dodatak fluorescinom povezanog
imunoglobulina specifi¢nog za vrstu, koji reagira s pacijentovim megakariocitima koji na sebi nose
imunoglobulin vezan na lijek (MACKIN, 1995). Varijacije razli¢itih imunoloskih testova
razvijene su u svrhu detekcije antitijela povezanih s trombocitima. Radioimunotest (RIA) i
imunoenzimski (ELISA) test mogu izravno detektirati IgG vezan na trombocite, ili slobodni
antitrombocitni 1gG u serumu, neizravnom metodom. lzravna metoda mnogo je osjetljivija od



neizravne (LEWIS i MEYERS, 1996). Za detekciju antitijela koja se veZu za trombocite moze se
koristiti i proto¢na citometrija. Naravno, prije pristupa tim testovima treba uzeti iscrpnu anamnezu,
podatke o vakcinaciji, mjestima kretanja, mogucoj izloZenosti erlihiozi, rikeciozi, histoplazmozi
ili dirofilariozi, ispitati lokalizaciju krvarenja te pristupiti specifi¢nim klini¢kim pretragama ovisno
0 organskom sustavu na koje je zahvaéeno krvarenjem. Kao §to je vec prije spomenuto, treba
uciniti direktan razmaz krvi i odrediti broj trombocita, eritrocita i leukocita, uciniti kompletan
hemogram, serumski biokemijski profil, analizu urina, koagulacijski profil s testom na razgradne
produkte fibrinogena i fibrina (FDP) te aspiraciju koStane srZi i biopsiju. Imunoloskim testiranjima
pristupa se ovisno o dostupnosti testa i hitnosti slu¢aja. Kod pasa s imunoposredovanom
trombocitopenijom, broj trombocita je manji od 50.000/uL, a ¢esto i manje od 10.000/uL (SCOTT,
1995).

3.1.3. Vrijeme krvarenja bukalne sluznice

Vrijeme krvarenja bukalne sluznice (BMBT) koristi se kao ,,screening® test poremecaja
primarne hemostaze kod pasa i macaka. Vrijeme krvarenja bukalne sluznice je in vivo test kojime
se mjeri vrijeme prestanka krvarenja iz ucinjenog standardnog reza na bukalnoj sluznici.
Produzeno BMBT (>4 minute) zapaza se kod pacijenata s poremecajima agregacije trombocita i
von Willebrandove bolesti, no ponekad i kod pacijenata s anemijom, trombocitopenijom i
hiperproteinemijom. Taj test se danas rijetko koristi zbog svoje nespecifi¢nosti, varijabilnosti 1
pomanjkanja stvarnih referentnih vrijednosti za kirurSka krvarenja (BROOKS i sur., 2013).

3.1.4. Mjerenja funkcija trombocita

Uvid u poremecaje primarne hemostaze moguce je dobiti i mjerenjem trombocitnih
funkcija (PFA-100) (JANDREY, 2008), kojima se odreduje funkcionalnost trombocita u uzorku
pune krvi s dodatkom citrate. Spremnik sistema sadrzi membranu oblozenu kolagenom i
adrenalinom (epinefrinom) - CEPI, ili kolagenom i ADP-om - CADP. Prolaskom krvi protjece
kroz mali otvor u membrani, agonisti poticu adheziju trombocita, aktivaciju i agregaciju, dovodeci
do zacepljenja membrane. Krajnja tocka testa oznaCava vrijeme grusanja (u sekundama) i
predstavlja prestanak krvarenja (BROOKS i CATALFAMO, 2013).
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Slika 4: Shematski prikaz rada automatskog analizatora funkcije trombocita

lako precizniji od BMBT testa, PFA-100 test podloZzan je preanalitickim artefaktima,
uzrokovanima neprimjerenim antikoagulansom, aktivacijom trombocita tijekom uzorkovanja krvi
ili tijekom transporta, te odgodom ocitanja rezultata testa (>4 sata). Takoder, razli¢iti odgovor
trombocita pojedinih vrsta Zivotinja na adrenalin ograni¢ava upotrebu CEPI spremnika u
testiranju. Greska u zacepljivanju CEPI membrane, $to se ocituje kao vrijeme gruSanja (CT) vecée
od 300 sekundi, zabiljezena je u zdravih pasa i konja s normalnom funkcijom trombocita
(CALLAN i GIGER, 2001). Referentni interval CADP CT testa za pse je od 60 - 120 sekundi
(CALLAN i GIGER, 2001), a u macaka od 60 - 180 sekundi (JANDREY i sur., 2008). Produzeno
vrijeme grusanja CADP testa odgovara dijagnozi von Willebrandove bolesti ili poremecaja
agregacije trombocita. Znacajno skracenje CADP CT utvrdeno je kod pasa koji boluju od tipa |
von Willebrandove bolesti i lije¢eni su dezmopresinom (CALLAN i sur., 2005). U humanoj
medicini, osjetljivost testa za teSki oblik von Willebrandove bolesti je 98%, a za podtipove von
Willebrandove bolesti od 85 - 90% (HARRISON, 2005). Analiza funkcije trombocita nije me
Sruza uvid u poremecaje prokoagulantne aktivnosti trombocita (BROOKS i CATALFAMO,
2013).

Koristenjem analizatora funkcije trombocita (PFA-100) kod pasa u endotoksi¢nom Soku, .
opisano je postupno skracivanje vremena potrebnog za zgruSavanje, unato¢ trombocitopeniji
(YILMAZ i sur., 2006), dok je kod pasa oboljelih od sepse i sindroma sistemskog upalnog
odgovora u prirodnim okolnostima dokazana veca ucestalost pojave trombocitno-neutrofilnih
agregata (DIRCKS i sur., 2012).

3.1.5. Mjerenja transmisije svjetlosti

Mijerenje propusnosti svjetlosne zrake u ovisnosti 0 agregaciji stanica u uzorku (“light
transmission aggregometry” ili LTA) tradicionalno je zlatni standard za testiranje funkcije
trombocita i ostaje pouzdana metoda za dijagnostiku bolesti nasljednog ili steCenog poremecaja
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funkcije trombocita i pracenje terapije antitrombocitnim lijekovima (HARRISON, 2005). Cilj testa
je odrediti koli¢inu svjetlosti koja prolazi kroz suspenziju trombocita u plazmi ili puferu. Promjene
u svjetlosnom signalu elektronicki registrira agregometar te se dinamicki prikazuju tijekom
vremena nakon dodatka trombocitnih agonista. Trombociti na dodatak trombocitnih agonista
odgovaraju promjenom oblika, od diskoidnog u nazubljene sfere, sto uzrokuje prolazno smanjenje
transmisije svjetlosti, nakon Cega se transmisija svjetlosti progresivno poveéava. Progresivno
povecanje transmisije svjetlosti prati stvaranje trombocitnog agregata. Kako trombocitni agregat
raste, viSe svjetlosti prolazi, sve do platoa, koji oznacava maksimalnu 1 ireverzibilnu agregaciju
trombocita. Reakciju suprotnu ireverzibilnoj agregaciji trombocita nazivamo reverzibilnom
agregacijom, u kojoj se trombocitni agregati raspadaju, a transmisija svjetlosti nakon prvotnog
rasta pada na poc¢etnu razinu. Niska doza ili slaba aktivnost trombocitnih agonista, mogu potaknuti
bifazi¢nu agregaciju, koja ¢e se pojaviti kao rani plato (primarna agregacija) koju prati povecanje
transmisije svjetlosti do platoa, predstavljajuci sekundarni val ireverzibilnog oblikovanja agregata.
Reakcijske mjesavine koriStene u testu moraju biti mijesane stalnom brzinom, kako bi se osiguralo
da se trombociti nalaze u ujednacenoj suspenziji i kako bi se olaksao kontakt medu trombocitima,
radi stvaranja agregata koji je kljuéan u testu. Koristi se brzina mijesanja od 1000 okretaja u minuti
(700-1200). Povecanje broja okretaja povecava rizik od oStecivanja trombocita i poticanja
spontanog izlu¢ivanja i agregacije (BROOKS i CATALFAMO, 2013).
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Slika 5: Princip rada agregometra

Rutinski LTA test neosjetljiv je na poremecaje sekrecije trombocita, stoga se LTA testu
pridodao lumi - agregometar koji moze detektirati spontanu emisiju svjetlosti koja nastaje od
otpustanja adenozin trofosfata (ATP-a) u mediju agregacijske reakcije. ATP koji se otpusta iz
agregirajucih trombocita kvantificira se kroz reagiranje s kemiluminiscentnim reagensom. Test se
koristi isklju¢ivo u specijaliziranim veterinarskim laboratorijima, zbog nuzne prilagodbe agonista
1 kemiluminiscentnih reagensa za pojedinu vrstu Zivotinja (CALLAN i sur., 1998).
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Sli¢no rezultatima istrazivanja u humanoj medicini, agregometrijska mjerenja uz upotrebu
kolagena kao agonista bila su u zna¢ajnoj korelaciji s mjerenjima na psima sa sepsom, gdje su
autori dokazali su da je trombocitna agregometrija inducirana kolagenom osjetljivija i specifi¢nija
metoda od mjerenja prekursora kalcitonina i C-reaktivnog proteina za donosenje prognoze kod
ljudi oboljelih od teske sepse (ADAMZIK i sur., 2012).

3.1.6. Proto¢na citometrija

Protocna citometrija je laboratorijska metoda putem koje se moze ispitati aktiviranost
trombocita na jednoj stanici (AULT, 2001). Citometrijski testovi mogu detektirati aktiviranost
trombocita prema promjenama u rasprSenosti svjetlosti, odnosno fluorescencije. Trombociti se
mogu ispitivati u suspenziji trombocita, plazmi bogatoj trombocitima ili diluiranoj punoj Kkrvi.
Testovi se mogu prilagoditi za ispitivanje membranskih receptora, bazalnog aktivacijskog statusa
ili aktivnog odgovora na razlicite agoniste (AULT, 2001). Podaci koje mozemo dobiti pomocu
protocne citometrije ukljucuju gustoc¢u glikoproteina i liganda na vanjskoj membranskoj povrsini,
ekspresiju proteinskih granula i neoantigena induciranih aktivacijom receptora, promjene u
izmjeni iona, status proteinske fosforilacije, permeabilnost citoplazmatske membrane trombocita
i mitohondrijskih membrana, sastav lipida vanjske membrane i otpustanja piridoksamin
monofosfata. Najcesce koristeni parametar trombocitne aktivacije u ljudi i zivotinja je selektin,
protein P a-granula na vanjskoj membrani trombocita. Oznacavanje aneksinom V, koji veze
fosfatidilserin, ¢esto se koristi za detektiranje prokoagulantne aktivnosti trombocita odnosno
poremecaje aktivnosti trombocita (BROOKS i CATALFAMO, 2013).
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Slika 6: Shematski prikaz rada proto¢nog citometra (Adan i sur, 2015)
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3.1.7. Odredivanje koncentracije, aktivnosti i strukture von Willebrandovog
faktora (VWF)

Najces¢i nasljedni poremecaj zgrusavanja u pasa i ljudi je von Willebranova bolest
(FAVALORO, 2011). Bolest se moze javiti u obliku tri tipa i nekoliko subtipova. Najcesc¢i oblik
bolesti je tip I. Tip I je djelomi¢ni kvantitativni manjak von Willebrandovog faktora (vVWF),
snizena koncentracija proteina i izostanak funkcije. Opaza se kod dobermana i drugih pasmina
pasa. Tip 2 bolesti karakteriziran je strukturalnim i funkcionalnim (kvalitativnim) defektom, a
¢esto je kombiniran s manjkom proteina. U pasa postoji samo subtip 2A, koji se vida i kod ljudi,
a predstavlja specificno manjak vWF multimera visoke molekularne mase. Opaza se kod
njemackih kratkodlakih i oStrodlakih pti¢ara. Subtip 2B opisan je kao povecani afinitet vezanja
von Willebrandovog faktora na glikoprotein Ib (receptor) na membrani trombocita, dok je subtip
2N opisan kao poremecaj vezanja VWF na faktor VIII. Tip 3 bolesti je najtezi oblik, a
karakteriziran je apsolutnim nedostatkom vWF u plazmi (<1%) (BROOKS i CATALFAMO,
2013), a opaza se kod Setlandskih ovcarskih pasa (RAYMOND, 1990), Chesapeake Bay retrivera
(JOHNSON, 1980) te skotskih terijera (VENTA i sur., 2000). Dijagnostika bolesti temelji se na
kvantitativnoj i funkcionalnoj analizi VWF (BROOKS i CATALFAMO, 2013).

Trombociti pasa sadrze veoma mali postotak vWF (3%, PARKER 1 sur., 1991) u usporedbi
s trombocitima macaka (WATERS i sur., 1989) ili ljudi (20%).

Postoje kvantitativni, funkcionalni i strukturalni VWF test. Prvi korak u dijagnosticiranju
von Willebrandove bolesti je mjerenje koncentracije VWF proteina, odnosno VWF antigena
(VWF:Ag). Zivotinjske vrste razlikuju se u antigenskoj strukturi vWF, §to kod laboratorijskog
ispitivanja zahtjeva koristenje vrsno specifi¢nih ili krizno-reaktivnih antitijela u ELISA ili
imunotestu s lateksom. Rezultati takvog kvantitatativnog testa usporeduju se s referentnim
vrijednostima za vrstu (100% ili 100 U/mL vWF:Ag). Opcenito, vrijednosti manje od 50% (< 50
U/mL) ukazuju na deficijenciju von Willebrandovog faktora.

Tablica 1: Interpretacija aktivnosti VWF (preuzeto sa Cornell University)

VWIT:Ag Interpretacija
70 to 180% Normalno
50 to 69% Grani¢na vrijednost
0 to 49% vWD
<35% VWD i rizik krvarenja
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Funkcionalnim vVWF testom mjeri se sposobnost interakcije VWF s trombocitima, kolagenom
ili faktorom VIII. Ristocetin - kofaktor test (vWF:RCo) oslanja se na sposobnost antibiotika
ristocetina ili botrocetina — reagensa dobivenog iz zmijskog otrova (READ i sur., 1983), da
potakne konformacijske promjene u VWF (koje ¢e povecéati sposobnost vezanja vWF na
glikoprotein Ib na membrani trombocita (SIXMA i sur., 1991). Iskoristivost VWF:RCo testa na
plazmi pasa i macaka je otezana zbog tendencije ristocetina da uzrokuje stvaranje proteinskih
precipitata koji onemogucuju provodenje testa u cjelosti. Funkcionalni testovi kojima se mjeri
sposobnost vezanja VWF na kolagen (VWF:CB) u uporabi su za plazmu ljudi (FAVALORO, 2000)
i pasa (SABINO i sur., 2006). Procis¢eni govedi kolagen vezan je na povrSinu polistirenske
mikrotitarske plocice, na §to se dodaje plazma zivotinje, te VWF iz plazme treba vezati na kolagen.
Plocica se ispire, kako bi se odstranio nevezani vWF, a vezani vWF detektira se specificnim
monoklonskim antitijelima za vVWF, sli¢no kao vWF:Ag. Usporedno se mogu napraviti vVWF:Ag i
VWF:CB testovi kako bi se razlikovali tip 1 i tip 2A von Willebrandove bolesti. Kod tipa 1,
vezivanje VWF za specifi¢no antitijelo kvantitativno je jednako vezivanju vWF za kolagen, a kod
tipa 2A omjer VWF:Ag testa i VWF:CB testa veci je od 2. Test kojim se mjeri sposobnost vezanja
VWF na kolagen smatra se indikatorom multimerske strukture VWF, jer stupanj vezanja VWF za
kolagen ovisi o koli¢ini vVWF visoke molekulske mase (FAVALORO, 2011).

Trombocit
¢ ‘ 4 ‘ von Willebrand-ov ¢cimbenik
B Ca*
,‘ -
.

Lumen krvne zile
S o 3
Subendotel
krvne zile

Slika 7: Adhezija trombocita na endotel i uloga VWF

~

Endotel krvne zile

a3

Strukturalnim vWF testom odreduje se proteinska struktura vWF, koja je vaZna za
razumijevanje proteinske aktivnosti 1 stabilnosti vVWF. Njemu se obi¢no pristupa nakon Sto su
ucinjeni kvantitativni i funkcionalni vWF test, kako bi se rezultati bolje rastumacili (LEDFORD-
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KRAEMER, 2010). Za odredivanje multimerske strukture vWF, test uzorci podlijezu elektroforezi
u natrij dodecil sulfat - agaroza gelu, kako bi se postiglo razdvajanje VWF po molekulskoj masi
(Western blot). Odvojene grupe proteina tada se premjeStaju pomocu elektricne struje na
nitrocelulozne ili polivinilidne difluoridne membrane i vizualiziraju se koriste¢i anti-vVWF
detektorska antitijela. Multimeri vVWF obi¢no su veliki od 500 kDa (dimeri) do vise od 20 milijuna
kDa. Analizama multimera takoder se mogu razlikovati kvalitativne promjene u vWF, koje mogu
biti dokaz abnormalne funkcije proteina i vece podleznosti proteolizi (FAVALORO, 2011;
LEDFORD-KRAEMER, 2010).

Slucaj naslijedenog oblika von Willebrandove bolesti opisan je kod labrador retrivera, kod
kojeg su izmjerene 5% manje vrijednosti vVWF od normalnih, kao moguca posljedica
leimiosarkoma (BARIC RAFAJ i sur., 2009). Istrazujuéi uzroke trombocitopenije u babeziozi
pasa, BARIC RAFAJ i sur. utvrdili su poremeéaj u multimernoj strukturi vWF i nedostatak
prisutnosti visokomolekularnih formi BARIC RAFAJ i sur., 2013).

3.2. Laboratorijska dijagnostika poremecaja sekudarne hemostaze

Testovi koji se koriste za dijagnosticiranje poremecaja sekundarne hemostaze ve¢inom Su
funkcionalni testovi, mjere enzimatsku, koenzimsku ili inhibitornu aktivnost razli¢itih
hemostatskih proteina u uzorcima negrusane pune krvi s dodatkom citrata ili plazme. Kinetika
stvaranja fibrina i aktivnost izmedu koagulacijskih faktora i inhibitora razlikuju se medu
zivotinjskim vrstama. Koagulacijski testovi prilagodeni su na nacin da razli¢iti reagensi mogu
otpoceti koagulacijsku kaskadu unutarnjim ili vanjskim putem (TRIPLETT i sur., 2000). Testovi
se tradicionalno izvode s krvnom plazmom, ali je u veterinarskoj medicini dostupan i test koji se
moze raditi sa punom krvlju (BROOKS i CATALFAMO, 2013).

Koagulacijski testovi koji su danas jednostavni i Siroko dostupni su protrombinsko (PT) i
aktivirano parcijalno tromboplastinsko vrijeme (aPTT). Njima se procjenjuje stanje
koagulacijskog sustava u plazmi pacijenta, s iznimkom procjene stvaranja umrezenog fibrina
ovisnom o faktoru XIIl. Protrombinskim i aktiviranim parcijalnim tromboplastinskim vremenom
detektiraju se zajednicki faktori vanjskog i unutarnjeg puta zgruSavanja, kao i faktori specifi¢ni za
pojedini put zgruSavanja. Kad su PT i aPTT produljeni, treba uciniti TT test (MISCHKE, 2014).
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PLAZMATSKA KOAGULACIJA
Unutarnji put (mjeri se APTT)

In vivo: kolagen, antigen-antitjelo kompleksi
In vitro: negativno nabijene povrSine

i Kalikrein, HMWK

F XII F XIla ——» T
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FXI——— F Xla F VIlae—— F VII
l / PL, BT €2
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Slika 8. Shematski prikaz sekundarne hemostaze

(F 1-F XI1 — faktori foagulacije krvi, Ca2+ - ioni kalcija)
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3.2.1. Protrombinsko vrijeme

Mijerenje protrombinskog vremena (u sekundama) u plazmi pasa i macaka uobi¢ajeno se
izvodi koriStenjem reagenasa koji se koriste u humanoj dijagnostici, zbog ¢ega test zahtjeva
prilagodbu ili rezultate tako izvedenih testova mora se tumaciti s obzirom na razlike izmedu vrsta
zivotinja. Protrombinsko vrijeme (PT) predstavlja aktivaciju koagulacije preko vanjskog puta
zgrusavanja i mjeri koagulacijske faktore vanjskog i zajedni¢kog puta zgrusavanja (MISCHKE,
2014). Test otpocinje dodavanjem reagensa koji sadrzi tkivni faktor i kalcija na testni uzorak
pacijentove plazme (BROOKS i CATALFAMO, 2013) Zgrusavanje zapocinje dodatkom kalcija
i tkivnog tromboplastina, koji zamjenjuje negativno nabijenu povrSinu fosfolipidnog sloja na
stanicama trombocita in vivo. Protrombinsko vrijeme je znacajno nize za plazmu pasa i macaka,
nego za ljudsku plazmu, zbog Cega je test neosjetljiv na smanjenu aktivnost faktora zgrusavanja.
Protrombinsko vrijeme u veterinarskim laboratorijima odreduje se na uzorku plazme od 100 pL,
razrjedenom u omjeru 1:20, i 100 pL otopine fibrinogena (¢ime se osigurava stvaranje pozeljnog
fibrinskog ugruska) koji se inkubira tijekom 2 minute te se na njega doda 100 uLL Ca-tromboplastin
reagensa (MISCHKE i sur., 1996; MISCHKE i NOLTE, 1997). Produljenje protrombinskog
vremena predstavlja teSku deficijenciju faktora zgruSavanja, zbog toga Sto faktori moraju pasti za
30% normalne vrijednosti da bi se zabiljezilo produljenje PT. Ako je pacijent deficijentan u bilo
kojem ¢initelju vanjskog (faktor VII) puta ili zajedni¢kog puta (F I - fibrinogen, F Il - protrombin,
F Vi F X), dolazi do produzenog vremena zgruSavanja (BROOKS i CATALFAMO, 2013).
Protrombinsko vrijeme Eesto je produljeno kod stecene deficijencije vitamina K, bolesti jetre,
specifi¢nih deficijencija pojedinih faktora te DIK-a. Deficijencija faktora V11 uzrokuje produljenje
PT, bez promjene aPTT i TT. Zbog kratkog poluzivota faktora VII, PT je produljen u ranim fazama
ste¢ene deficijencije vitamina K (MISCHKE, 2014).

3.2.2. Aktivirano parcijalno tromboplastinsko vrijeme

Aktiviranim parcijalnim tromboplastinskim vremenom procjenjuju se unutarnji (faktori
VIII, IX, XI, XII, prekalikrein i kininogen visoke molekulerne mase) i zajednicki put zgrusavanja
od aktiviranog vremena zgrusavanja (ACT) te na njega ne utjecu primarni hemostatski poremecaji.
Automatizirani testovi koagulacije omogucuju 1 testiranje aPTT u uzorku krvi u epruveti s
natrijevim citratom. Testiranje aPTT zapocinje aktivator kontaktnog sustava u kojem fosfolipidi
poti¢u aktivaciju faktora XII I XI preko kalikreina i kininogena visoke molekularne mase
(HMWK). Nakon toga se u uzorak ponovno dodaje kalcij da se potakne stvaranje fibrinskog
ugruska (DUDEK i sur., 2011).
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3.2.3. Aktivirano vrijeme zgrusavanja

Aktivirano vrijeme zgruSavanja (ACT) je jednostavan test za dijagnostiku poremecaja
unutarnjeg i zajednickog puta zgruSavanja (SEE i sur., 2009.), no nije sasvim pouzdan jer na
produljenje ACT-a utjeCu trombocitopenija, disfunkcija trombocita, hematokrit ili aktivnost
plazmatske proteaze (BROOKS i CATALFAMO, 2013).

3.2.4. Mjerenja aktivnosti faktora zgruSavanja

Mjerenja aktivnosti faktora zgrusavanja modificirani su aPTT i PT, koji su modificirani
plazmom s nedostatkom pojedinog faktora (TRIPLETT i sur., 2000). Njima se mjeri specifi¢na
prokoagulantna aktivnost individualnih faktora i kofaktora zgruSavanja. Test se zasniva na
upotrebi komercijalne plazme kojoj nedostaje odredeni faktor zgrusavanja. Takvoj plazmi se u
procesu mjerenja dodaje pacijentova plazma. Ukoliko pacijentova plazma sadrzi normalne
koncentracije funkcionalnog faktora koji se mjeri, korigirat ¢e se nedostatak u testnoj plazmi 1
vrijeme zgruSavanja biti ¢e u okvirima referentnih vrijednosti za odredenu vrstu zivotinje. Ukoliko
pacijentu nedostaje faktor koji se mjeri, do korekcije nece doci jer je deficit mjerenog faktora
zgruSavanja prisutan i u testnoj i u pacijentovoj plazmi, Sto ¢e rezultirati produljenim vremenom
koagulacije. Kalibracijska krivulja izraduje se serijskim razrjedivanjima plazme zdravih Zivotinja,
a % aktivnosti faktora i odgovarajuce vrijeme zgruSavanja koriste se za izradu standardne krivulje.
Prilikom analize aktivnosti faktora kod razli¢itih pacijenata, mjeri se PT i1 odreduje tocni %
aktivnosti faktora u uzorku.

PT

(sek)
30 —+—

20—
10 4

5 1

12,5% 25% 50% 75% 100%
Aktivnost faktora X (%)

Slika 9: Prikaz karakteristi¢ne kalibracijske krivulje u koagulometrijskom
mjerenju

Aktivnost faktora u uzorku treba se usporediti sa standardom za istu vrstu jer vrijeme
zgruSavanja varira medu vrstama, a usporedba s humanim standardima obi¢no vodi do pretjerano
visokih aktivnosti faktora u plazmama zivotinja. Vrijednosti se biljeze u postotcima, U/mL ili
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U/dL. Aktivnost faktora veca od 50% znaci da nema poremecaja stvaranja fibrina in vivo. Klinicka
vaznost vrijednosti manjih od 50% ovisi 0 razmjeru bolesti (krvarenja) te koliko faktora
zgrusavanja nedostaje (TRIPLETT, 2000). Postoje i kolorimetrijski testovi kojima se moze mjeriti
prokoagulantna aktivnost nekih faktora, no oni nemaju znacenje u veterinarskoj medicini
(COLAZZO i sur., 2013). Razliciti stupnjevi deficita pojedinih faktora koagulacije ustanovljeni su
u babeziozi pasa (BARIC RAFAJ i sur., 2013), dok su u sluajevima pretilosti aktivnosti bile
poveéane te ukazivale na prokoagulantni status Zivotinja (BARIC RAFAJ i sur., 2017).

3.2.5. Mjerenja faktora koagulacije u nedostatku vitamina K

Test za proteine inducirane nedostatkom vitamina K (PIVKA test) zapravo je PT test koji
koristi razrjeden uzorak plazme i oslanja se na specifican trombopastin s ,,izmjenjenom*
specificnos¢u (OWREN, 1959). Test za PIVKA originalno je osmiSljen za pracenje terapije
kumadinom kod ljudi, ali se nakon toga zamijenio PT testom zbog dostupnosti i standardizacije
PT reagenasa (BOWIE i OWEN, 1991). ROZANSKI i sur. u svojem su istrazivanju usporedili
aPTT, PT i PIVKA test na uzorku plazme pasa s klini¢kim znakovima krvarenja i dokazanim
otrovanjem rodenticidom, drugih stecenih koagulopatija i nasljednih koagulopatija. PIVKA test
proveli su na 30 uL plazme na koju je dodano 250 puL komercijalno dostupnog tromboplastina i
otopljeno u 3.2 mmol/L kalcijevog klorida. Izmjereno je vrijeme stvaranja fibrinskog ugruska
automatiziranim analizatorom. Svi psi sa steCenim koagulopatijama imali su produljeno PT, aPTT
i vrijeme PIVKA testa u uspredbi s kontrolama. Rezultati PT i PIVKA testa bili su u znacajnoj
korelaciji, dok aPTT nije pokazao korelaciju s PT i PIVKA testom. Produljenje koagulacijskih
vremena bilo je znacajno viSe u pasa s otrovanjem rodenticidima, nego u pasa s ostalih
koagulopatijama, iako vrlo slicno u aPTT rezultatima. Svi psi otrovani rodenticidima imali su
rezultat PIVKA testa 3 puta visi (> 63 s) od normalnog (isto kao kod PT testa, > 21 s) dok je takav
rezultat u pasa s ostalim koagulopatijama razmjerno rijedak. Normalne vrijednosti PT i PIVKA
zapazene su kod pasa s hemofilijom A i1 B, deficijencijom faktora IX ili prekalikreina, dok je aPTT
bilo produljeno, iz ¢ega se da zakljuciti da bilo koja koagulopatija koja zahvaca vanjski
(ekstrinziéni) put zgruSavanja uzrokuje produljenje PT i vrijeme PIVKA testa (ROZANSKI i sur.,

1986).
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3.3. Mjerenja intenziteta fibrinolize

Testovi koji se koriste u mjerenjima fibrinoliticke aktivnosti bazirani su na ¢injenici da
fibrinoliza otpocinje tako Sto tkivni aktivator plazminogena (tPA) potice stvaranje plazmina, koji
uzrokuje razgradnju fibrina do produkata razgradnje fibrina (FDP). Inhibitor aktivatora
plazminogena (PAI) je vrlo bitan ¢initelj u fibrinolizi, te antiplazmin (inhibitor proteaze) dalje
preuzima ulogu tako $to ¢e neutralizirati slobodno cirkulirajué¢i plazmin. Proenzim plazminogen (i
njegovi aktivatori i inhibitori) moze se kvantitativno i funkcionalno mjeriti (BROOKS i
CATALFAMO, 2013).

a FDP

- PAT D-dimeri

Plazminogen ——> Plazmin C——> H

Fibrinogen ——> Fibrin

Slika 10: Nastajanje i uloga plazmina u fibrinolizi (PAI- inhibitor aktivatora
plazminogena, tPA — tkivni aktivator plazminogena, FDP — fragmenti razgradnje fibrin)

U dijagnostici poremecaja fibrinolitiCke faze hemostaze koristi se test aktivnosti
fibrinogena, trombinsko vrijeme, test za produkte nastale degradacijom fibrina te test za D-dimere.

3.3.1. Razgradni produkti fibrina — FDP

Razgradni produkti fibrina (FDP) nastaju djelovanjem plazmina koji cijepa fibrinogen,
topljive monomere fibrina i netopljivi umrezeni fibrin. Razgradni produkti fibrina ukazuju na
aktivaciju plazmina 1 nisu specificni za razgradnju umrezenog fibrina (STOKOL 1 sur., 1999).
Visoki FDP najcesce se veze uz diseminiranu intravaskularnu koagulaciju, osobito ako je popraéen
visokim PT, aPTT i padom broja trombocita, aktivnosti antitrombina i koncentracije fibrinogena
(STOKOL 1 sur., 1999). Porast FDP zabiljezen je kod pacijenata s krvarenjem na mozgu,
otrovanjem varfarinom, bolestima jetre, trombozom, imunoposredovanom hemolitickom
anemijom, neoplazijama, pankreatitisom, dilatacijom — volvulusom zeluca, sr¢anim udarom,
teSkim unutarnjim krvarenjem, teSkom traumom, sepsom, gubitakom proteina zbog nefropatije,
hiperadrenokorticizma i kroniénim zatajenjem srca (BOISVERT i sur., 2001). Serumski FDP
testovi koriste poliklonska antitijela koja krizno reagiraju sa cjelovitim fibrinogenom. Test je lako
napraviti 1 tumaciti, no smatra se skupim i1 zahtjeva posebne epruvete te inkubaciju uzorka prije
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izvedbe (STOKOL i sur., 1999). Plazmatski FDP testovi mogu se koristiti kako bi se zaobisli
nedostaci serumskog testa jer koriste monoklonska antitijela koja ne reagiraju krizno sa cjelovitim
fibrinogenom. Plazmatski testovi su relativno jeftini, zahtjevaju jedan uzorak sa citratom i imaju
veéu osjetljivost od serumskih testova (BOISVERT i sur.,, 2001). Lazno pozitivne reakcije
zapazene su u zdravih pasa i test je nesto tezi za izvodenje (STOKOL, 1999).

3.3.2. D-dimeri

Najcéesce koristeni testovi za analizu fibrinolize mjere FDP i terminalne fragmente, D-
dimere. Testovi za odredivanje koncentracije D-dimera koriste imunoloSke metode 1 monoklonska
antitijela za epitop D-dimera. Ta antitijela specifi¢na su za umrezene oligomere i ne reagiraju
krizno s fragmentima nastalima nakon razgradnje fibrinogena ili topljivog neumrezenog fibrina
(STOKOL, 2003). Izvode se na plazmi uz dodatak citrata, a dostupne metode ukljucuju
aglutinacijske testove (kuglice lateksa, turbidimetrijski ili crvenih krvnih stanica) ili ELISA
(STOKOL, 2003). Testovi su prilagodeni biokemijskim automatskom analizatorima.

Prisutstvo fragmenata D-dimera predstavlja djelovanje plazmina na zreli fibrin, a ne na
fibrinogen. Nalaz visoke koncentracije FDP-a i D-dimera upuéuje na pretjeranu fibrinolizu ili
drugi oblik poremecaja fibrinolize te je vazan dijagnosticki pokazatelj kod diseminirane
intravaskularne koagulacije. Kvantitativno dredivanje koncentracije D-dimera vazno je u
dijagnostici pluéne tromboembolije kod zivotinja i ljudi. D-dimeri su umrezeni produkti
razgradnje netopljivog umrezenog fibrina djelovanjem plazmina. D-dimeri imaju poluZzivot
otprilike 5 sati i njima se opisuje trenutnu ili nedavnu fibrinolizu (STOKOL, 2003). D-dimeri
mogu biti poviSeni tijekom bilo koje bolesti koja uzrokuje nastajanje i razgradnju fibrina, a
najc¢e$¢e s DIK i tromboembolickim stanjima, no ne smatraju se specifiénima za te bolesti
(GRIFFIN i sur., 2003). Kod pasa, D-dimeri su poviSeni poslije kirur§kih zahvata te uslijed
imunoposredovane hemoliticke anemije, bolesti jetre i bubrega, zatajenja srca, neoplazija ili
unutarnjeg krvarenja (NELSON i ANDREASEN, 2003). D-dimeri su zbog toga pomoc¢ni test koji
se kombinira s drugim testovima 1 dijagnostickim postupcima (HERRING, 2012).
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Slika 11: Prikazi rezultata osnovnih laboratorijskih testova u dijagnostici poremecaja
primarne, sekundarne i tercijarne hemostaze (VK - vrijeme krvarenja, TR — broj
trombocita, VWF — von Willebrandov faktor, PT- protrombinsko vrijeme, aPTT —

aktivirano parcijalno tromboplastinsko vrijeme, D-dim — D- dimeri)

3.4. Inhibitori koagulacije

3.4.1. Odredivanje antitrombina i proteina C

Testovi kojima se mjere inhibitori koagulacije su funkcionalni kromogeni testovi za
antitrombin (AT I11I), protein C (PC) (antikoagulacijski proteini koji moduliraju nastajanje i
djelovanje trombina) i heparin. U provedbi mjerenja koriste se vrsno specifi¢ni standardi i u
veterinarskoj medicini u upotrebi su kod pacijenata s rizikom od tromboze, ili kao biomarkeri
funkcije jetre. SteCena deficijencija AT Il povezuje se s diseminiranom intravaskularnom
koagulacijom i bolestima koje uzrokuju gubitak proteina. Deficijencija PC ukazuje na losu
prognozu u pasa sa septi¢nim peritonitisom i zatajenjem jetre i dobar je pokazatelj kod pracenja
terapije portalne hipertenzije.

3.4.2. Kompleksi trombina i antitrombina

Trombin-antitrombin (TAT) kompleks je molekularni kompleks koji se sastoji od trombina
i antitrombina (primarnog inhibitora trombina) u omjeru 1:1 (ASAKURA, 2013) i nastaje kao
bioloski odgovor pri pojavi diseminirane intravaskularne koagulacije (DIK). PoviSena

23



koncentracija TAT kompleksa ukazuje na prekomjerno stvaranje trombina i sluzi kao marker za
koji pokazuje protromboticki status.

Prijasnji podaci o mjerenjima TAT kompleksa kod pasa bazirani su primjeni ELISA
metode, u kojoj su se Koristila antitijela na humani trombin (MCMICHAEL i sur., 2015;
TSUCHIYA i sur., 2009). Za odredivanje koncentracije TAT kompleksa koriste se ELISA testovi,
a danas su dostupni testovi i sa specifi¢nim antitijelima za pojedine vrste Zivotinja. Medutim, takve
ELISA metode podrazumijevaju analizu veceg broja uzoraka istovremeno, S§to ih cini
neprakti¢nima za rutinsku upotrebu (RIMPO 1 sur., 2018).

U veterinarskoj medicini malo je literature koja se bavi mjerenjima TAT kompleksa. Jedno
istrazivanje dokazalo je korisnost TAT testa kod procjene protrombotickih stanja u pasa
(RAVANAT i sur., 1995), dok je drugo ukljucivalo TAT kompleks kao marker protromboze kod
pasa s Cushingovim sindromom i dokazalo poviSenu razinu TAT kompleksa u pasa oboljelih od
malignih tumora (MARUYAMA i sur., 2005). Povecane koncentracije TAT kompleksa u Kkrvi
pasa s babeziozom utvrdene su prije terapije, a one ukazuju na mogucu prisutnost subklinickog
DIK-a u babeziozi (BARIC RAFAJ i sur., 2009).

3.5. Globalni hemostatski testovi

3.5.1. Trombelastografija

Trombelastografija (TEG) i rotacijska trombelastometrija su metode kojima se prati proces
zgrusavanja krvi in vitro, od pocetka formiranja fibrinskog ugruska do njegove razgradnje.
Trombelastografija se pokazala kao vrijedna metoda u veterinarskim klinikama, primarno u
lijecenju pasa oboljelih od bolesti vezanih uz trombozu (WIINBERG i sur., 2008).

Ova metoda pruza uvid u sve faze hemostaze, koje ukljucuju inicijaciju, pojacavanje i
propagaciju hemostatskog procesa, fibrinolizu, zajedno sa interakcijom trombocita i leukocita sa
proteinima koagulacijske kaskade. Iz tog razloga TEG omoguéava procjenu tradicionalnih
koagulacijskih komponenti plazme zajedno sa celularnim komponentama (WIINBERG i sur.,
2008). Posebno dizajnirani program mjeri i prikazuje prokoagulacijske i antikoagulacijske Cinitelje
stvaranja ugruska u krvi, odnosno formacije ugruska i lize (BROOKS i CATALFAMO, 2013).
Njima se mjere i stanicne komponente i opisuju promjene u ¢vrstoci 1 stabilnosti ugruska, koje
pocinju nakon Sto zavrSi formiranje fibrina. Parametri koje TEG test daje su reakcijsko vrijeme
(R), vrijeme zgrusavanja (K), kut (o), maksimalna amplituda (MA) i indeks lize/razgradnje
(LY60). Reakcijsko vrijeme oznacava vrijeme od pocetka testa do prvog odstupanja na krivulji,
Sto oznacava pocetak stvaranja fibrina. Vrijeme zgruSavanja oznacava vrijeme potrebno za sretanje
od 2 do 20 mm od bazne linije, kut oznacava je nagib crte povucene od R prema K, maksimalna
amplituda oznacava najSiru vertikalnu amplitudu koji TEG biljezi, a predstavlja maksimalnu
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¢vrstocu ugruska. Indeks razgradnje je TEG amplituda koju nalazimo 60 minuta poslije
maksimalne amplitude, a oznacava trenutnu tocku fibrinolize (BROOKS i CATALFAMO, 2013).

T e

koagulacija fibrinoliza

Slika 12: Slika 10: Prikaz rezultata trombelastografskog mjerenja (R - reakcijsko
vrijeme K-kut, MA- maksimalna amplitura, LY30 — postotak lize tijekom 30 minuta

Prvi izvedbi testova fibrinolize treba paziti na temperaturu krvi te nalaz interpretirati ovisno
0 broju trombocita, hematokritu i koncentraciji fibrinogena. Trombocitopenija (<50 000), visoki
hematokrit i nizak fibrinogen rezultiraju stvaranjem slabih ugrusaka, sto se vidi kao produljeno
vrijeme zgruSavanja 1 hipokoagulabilno$¢u. Suprotno tome, niski hematokrit 1 hiperfibrinogemija
rezultiraju nalazom kratkog vremena formiranja ugruska i hiperkoagulabilnos¢u. HERRING i sur.
isticu da su moguce pogreske u tumacenju rezultata TEG uslijed promjena mase eritrocita, poput
policitemije i anemije kada rezultati mogu pokazivati hiper ili hipokoagulabilnost (HERRING,
2012). Uporaba ovog testa je u veterinarskoj medicini tek u razmatranju te oni primjenu nalaze
primarno u humanoj medicini pri praéenju terapije transfuzijom, preoperativnom monitoringu
pacijenata s koagulopatijama, sr¢anim premosnicama i sli¢no.
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Slika 13: Karakteristi¢ni prikazi trombelastograma u razli¢itim tipovima
poremecaja



4. ZAKLJUCCI

U veterinarskoj medicini, kao i u humanoj, postoje bolesti vezane za poremecaj sve tri faze
hemostaze.

Vrlo je vazno pri prvom pristupu pacijentu uzeti opSirnu anamnezu i naciniti opsezan
klinicki pregled, jer cemo ve¢ tada imati prve vazne podatke o kojima ¢e ovisiti daljna dijagnostika.

Nacin uzorkovanja i skladi$tenja uzorkovane krvi utjecat ¢e na sve dobivene rezultate, koje
treba tumaciti zajedno sa svim klinickim 1 laboratorijskim podacima.

Laboratorijska dijagnostika poremecaja primarne hemostaze ukljucuje odredivanje broja
trombocita, trombocitnih antitijela, vremena krvarenja bukalne sluznice, funkcije trombocita,
agregometrijska mjerenja, proto¢nu citometriju te testove za odredivanje koncentracije, aktivnosti
i strukture vWEF. Poremecaji sekundarne hemostaze dijagnosticiraju se protrombinskim
vremenom, aktiviranim parcijalnim tromboplastinskim vremenom, aktiviranim vremenom
zgru$avanja, mjerenjima aktivnosti faktora zgrusavanja, PIVKA testom te testovima generacije
trombina. Laboratorijska dijagnostika poremecaja fibrinolize temelji se na odredivanju
koncentracije razgradnih produkata fibrina (FDP) i D-dimera. Takoder, u laboratorijskoj
dijagnostici koristi se odredivanje koncentracije antitrombina i proteina C te trombin-antitrombin
kompleksa. Uvid u cjelovit proces hemostaze moze se prikazati globalnim hemostatskim
testovima, odnosno trombelastografijom.

Laboratorijska dijagnostika poremecaja hemostaze ima svoju Siru primjenu i u

veterinarskoj medicini te moze doprinijeti unaprjedenju vjestina i znanja doktora veterinarske
medicine u podruéju hematologije, 0S0bito u dijagnostici poremecaja hemostaze.
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6. SAZETAK

Laboratorijska dijagnostika poremecaja hemostaze (diplomski rad)
Studentica:  Ana Varjacic¢
Mentorica:  prof.dr.sc. Renata Bari¢ Rafaj

Zavod za kemiju i biokemiju Veterinarskog fakulteta

Ovaj rad bavi se procesom hemostaze, poremecajima hemostaze i testovima za detekciju
poremecaja pojedinih faza hemostaze u nekoliko poglavlja.

Uvod opisuje ulogu pojedinih ¢initelja u procesu hemostaze. Hemostaza je kompleksan
proces koji ukljucuje vremenski i prostorno regulirane interakcije izmedu stijenke krvnih zila i
cirkulirajué¢ih trombocita, tkivnog faktora povezanog s membranom te prokoagulantnih,
antikoagulantnih 1 fibrinolitickih plazmatskih proteina. Cilj ovog rada je navesti 1 opisati moguce
korake koje klinicar moze uciniti da dode do dijagnoze kod pacijenata s pojavom spontanog
krvarenja, kako bi pacijent postigao potpun oporavak. Rasprava se detaljnije bavi poremecajima
triju faza hemostaze, gdje za poremecaje svake faze postoje dostupni laboratorijski testovi koji
mogu biti presudni u donoSenju valjane dijagnoze i pristupanju ciljanoj terapiji bolesti zgrusavanja
krvi kod domacih zivotinja, ponajprije kuénih ljubimaca.

Stoga, ovaj rad izdvaja 1 opisuje korisne laboratorijske testove za detekciju poremecaja
pojedinih faza hemostaze, ali se stavlja naglasak i na vaznost op¢eg klini¢kog pregleda te iskustva
doktora veterinarske medicine u prepoznavanju znakova poremecaja prije izvodenja pojedinih
testova.

Zakljucak diplomskog rada donosi osvrt na rad u cjelini.

KLJUCNE RIJECI: laboratorijska dijagnostika, hemostaza, fibrinoliza
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Student: Ana Varjacic¢
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The Department of Chemistry and Biochemistry of Veterinary Faculty in Zagreb

This thesis discusses the process of hemostasis, hemostatic disorders and various tests for
detection of the disorders of each phase of hemostasis, which is summarized in few chapters.

The introduction discusses the roll of each participant in the hemostatic process.
Hemostasis is a complex process which includes timely and spatially regulated interactions
between the walls of the blood vessels, circulating platelets, membrane associated tissue factor and
procoagulant, anticoagulant and fibrinolytic plasma proteins. The aim of this thesis is to list and
describe possible steps which every clinician can make to accurately diagnose patients with the
occurance of spontaneous bleeding, to help the patient to achieve full recovery. The discussion
interprets the three phases of hemostasis in detail, connecting each phase to adequate laboratory
diagnostic tests available for the conformation of the suspected disorders, because these tests may
be crucial for correctly diagnosing and treating bleeding disorders in domestic animals, small
animals respectively.

Hence, this thesis describes useful methods of laboratory testing for the detection of the
hemostatic disorders, each used for the disorders of one of the three phases of hemostasis, but
emphesises the importance of the clinical examination and every clinical practitioner’s experience
in recognizing the signs of bleeding disorders, before assessing diagnostic testing.

The thesis conclusion summarizes key points of the thesis.

KEY WORDS: laboratory diagnostics, hemostasis, fibrinolysis
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8. ZIVOTOPIS

Rodena sam 28. ozujka 1993. u Bjelovaru, gdje sam zavrSila IV. osnovnu Skolu.
Srednjoskolsko obrazovanje nastavila sam u Opcoj Gimnaziji Bjelovar i Glazbenoj skoli
Vatroslava Lisinskog u Bjelovaru na teoretskom smjeru, od 2008. do 2012. godine.

Veterinarski fakultet Sveucilista u Zagrebu upisala sam 2012. godine te studij zavrSavam
na smjeru kuéni ljubimci. Obaveznu stru¢nu praksu odradivala sam u Veterinarskoj stanici
Bjelovar. Nakon studija tezim stjecanju iskustva u lijjeCenju kuénih ljubimaca i egzoti¢nih
zivotinja. Govorim engleski 1 njemacki jezik.
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