LETOPIS NAUCNIH RADOVA / ANNALS OF AGRONOMY
Vol. 47, No 1, 47-57
UDK: 637.1:621.3.017

) Poljoprivredni fakultet
/Univerzitet u Novom Sadu

Stabilnost hematoloskih parametara kod krava u uzorcima
¢uvanim pod razli¢itim temperaturnim rezimima

Marko Cincovi¢?, Mira Majki¢?, Jovan Spasojevic?, lvica Jozef?, Jelena Mitrovic?,
Drazen Kovacevi¢?, Danijel Kovacevi¢?

2Univerzitet u Novom Sadu, Poljoprivredni fakultet, Departman za veterinarsku medicinu, Srbija
*Autor za kontakt: mcincovic@gmail.com

SAZETAK

Cilj ovog rada je da se ispita stabilnost rutinskih hematoloSkih parametara krvne slike u uzorcima krvi koji se
¢uvaju na sobnoj temperaturi ili temperature frizidera do testiranja, a koji imaju oderdene preanaliticke
karakteristike, odnosno da se utvrdi da li zamrzavaje uzorka pune krvi utiCe na stabilnost ispitivanih
parametara. U ovom ispitivanju koriS¢eno je 350 uzoraka pune krvi uzete iz v.coccigea u EDTA vakutajner koji
potiu od krava HolStajn-frizijske rase.U ogledu su postojala tri temperaturna rezima: temperaturni rezim na
sobnoj temperaturi tokom 6 dana (18-22°C), temperaturni rezim frizidera (3-5°C) i temperaturni rezim
zamrzivata gde su uzorci bili izlozeni tokom 21 dana (-18 do -22°C).Gubitak stabilnosti se procenjuje
poredenjem mernih vrednosti dva uzorka dobijena od istog pacijenta i analizirana u razliitim vremenskim
taCkama — bazalno vreme/uzorak i vreme ispitivanja/uzorak. Na osnovu parametara analiticke varijabilnosti
laboratorije odredena je maksimalno dozvoljena nestabilnost uzorka. Ona je za parametre crvene krvne loze
iznosila 1,65% za MCV, bila je u rasponu od 2,05 do 3,9% za MCH, MCHC, RBC, HGB, HCT. Kada se radi o
parametrima bele loze dozvoljena nestabilnost se kretala od 6,15 da WBC, do 7,0 odnosno 7,45 za limfocite
(LYM) odnosno neutrofile (NEU). Najve¢u maksimalnu dozvoljenu nestabilnost imali su trombociti (PLT) i ona
je iznosila 9,19%. Ispitivanje hematoloskih parametara izuzoraka na sobnoj temperaturi ukazuje na to da
tokom Sestodnevnog stajanja uzoraka na sobnoj temperature nec¢e do¢i do znacajne promene u vrednosti
hemoglobina, hematokrina i MCH, te oni pokazuju veoma veliku stabilnost tokom stajanja uzorka. Medutim u
ovim uzorcima ¢e doc¢i do opadanja broja eritrocita, porasta vrednosti MCV, opadanja vrednosti MCHC, te
opadanja broja leukocita koji je pracen opadanjem vrednosti neutrofila, ali porastom broja limfocita. Broj
trombocita znacajno opada tokom vremena. Ove promene ¢e preéi maksimalno dozvoljeni nivo nestabilnosti
ve¢ posle drugog i treéeg dana na sobnoj temperaturi. Stavljanje krvni na temperature frizidera stabilizuje
navedene procese do petog dana ogleda, tako da parametri variraju do nivao dozvoljene stabilnosti.
Parametar koji se rapidno menja i opada u uslovima €uvanja u frizideru je ukupan broj leukocita, tako da se
ve¢ posle dva dana stajanja gubi njihova stabilnost. Zamrzavanje znacajno uti€e na vrednost ispitivanih
hematoloskih parametara, koji osim S$to lako prelaze prag dozvoljene nestabilnosti pokazuju i znacajno
statisticko odstupanje srednjih vrednosti. Broj eritrocita opada sa duzinom zamrzavanja, a broj eritrocita je
obrnuto proporcionalan intenzitetu hemolize plazme. Nivo hemolize raste linearno sa brojem dana od
zamrzavanja. Kratkotrajno zamrzavanje tokom jednog dana nije uticalo na stabilnost broja eritrocita. Svi ostali
hematoloski parametri su presli dozvoljenu granicu nestabilnosti veé nakon prvog dana od zamrzavanja i
pokazali korelaciju sa nivoom hemolize. Stabilnost krvi u uslovima sobnog €uvanja je zavisila od preanalitikih
faktora kojima su uzorci bili optere¢eni, pa su male zapremine uzorka, hemoliza uzorka ili transport u
nekontrolisanim uslovima smanijivali stabilnost. Prilikom hematoloSke analize potrebno je poznavati sve
preanalitiCke faktore kako bi se u laboratoriji adekvatno postupilo sa uzorkom.
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Uvod

Odredivanje hematoloSkih parametara ima veliki zna€aj kod razli€itih zivotinjskih vrsta i na njih utice
veliki broj faktora (Stojanovi¢ i sar., 2021; Obradovi¢ i sar., 2021; Nikoli¢ i sar., 2022). Preanaliticka
faza rada je najvedi izvor varijabilnosti parametara i €ini oko 70% svih greSaka u laboratoriji (Lippi i
Simundi¢, 2008; Lippi i sar., 2010; Bowen i sar., 2010; Humann-Ziehank i Ganter, 2012; Braun i sar.,
2015). Faktori koji deluju u ovoj fazi mogu na najrazli¢itije nacine da promene vrednosti laboraorijskih
parametara koji se mere, $to moze dovesti do pogresne interpretacije dobijenih rezultata, Sto u krajnjoj
liniji mozZe ugroziti i Zivot Zivotinje, odnosno tehnoloSke procedure na farmi. PreanalitiCki faktori se
mogu kategorisati kao tehnicki faktori (koji se odnose na nacin uzorkovanja i organizacijom postupanja
sa uzorcima pre same analize, izbor antikoagulansa, skladistenje, transport i Cuvanje uzoraka i
oCuvanje stabilnosti uzorka do analize) i kao bioloSki faktori (koji se odnose na svojstva jedinke).
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Potrebno je u svakoj laboratoriji i za svaku vrstu dobro poznavati tehni¢ke preanaliticke faktore i izvrsiti
njihovo identifikovanje, kvantifikovanje i kontrolu pomocu stalnih standardnih procedura laboratorije.
BioloSki faktori ¢ine mnogo Sire polje koje se ti€e razliGitih osobina jedinki kao Sto su starost,
zdravstveni status, gladovanije, stres, sedacija, telesna kondicija, reproduktini status i dr., koji su tezi
za kontrolu, ali je bitno da budu kvalitetho dokumentovani i uzeti u obzir prilikom interpretacije
laboratorijskih rezultata. U uslovima rada sa farmskim zivotinjama, deSava se da ovaj deo
preanalitiCke faze nije pod kontrolom stru¢njaka iz laboratorije, ve¢ zavisi od obaveStenosti i
obucenosti veterinara sa terena koji Salje uzorke na ispitivanje. Zbog toga je bitno da farmski veterinari
budu obuleni za razumevanje kako tehnickih tako i bioloSkih preanalitickih faktora, je rod njih u
najvecoj meri zavisi odekvatnost uzorka, njegovog transporta kao i dostupnost podataka o jedinki za
koju vr§imo odredivanje metabolickog profila.

Uslovi transporta, punjenje vakutajnera i hemoliza utiCu na vrednosti parametara, Sto je potvrdeno
nasim ranijim istrazivanjima.Cilj naSeg istrazivanja (Kovacevi¢ i sar.,2019) bio je da se utvrdi
nastanak hemolize u uzorcima krvi krava koje potiCu iz vakutajenera sa razlicitim stepenom
napunjenosti krvlju. U ogled je uklju¢eno 100 epruveta napunjene do 1/3 zapremine, 100 epruveta
napunjene 1/3-2/3 zapremine i 100 epruveta napunjene maksimalno do linije. U uzorcima krvi koji su
napunjeni samo do prve tre¢ine nadeno je sledeée: 10% uzoraka je pokazalo jaku hemolizu, 48% je
pokazalo umerenu hemolizu, a 32% nije pokazalo znake hemolize. U uzorcima napunjenih na nivou
jedne do dve treéine zapremine nadeno je 6% uzoraka sa jakom hemolizom, 15% uzoraka sa
umerenom hemolizom, a 79% uzoraka je bilo bez hemolize. Kod uzoraka koji poti¢u iz optimalno
napunjenih vakutajnera nije bilo bilo nalaza jake hemolize, 11% uzoraka je pokazalo umerenu
hemolizu, a 89% uzoraka nije pokazalo nikakve znake hemolize. Navedena istrazivanja potvrduju da
se mora voditi rauna o optimalnom punjenju serumskih vakutajnera prilikom uzorkovanja krvi od
mlecnih krava. U ispitivanjima koje su sproveli Cincovi¢ i sar. (2016) rezultati pokazuju da u
hemoliziranim uzorcima opada vrednost hematokrita (HCT), broj eritrocita i njihova srednja zapremina,
a raste vrednost MCH i MCHC indeksa kao i broj trombocita . Ukupan broj leukocita pokazuje trend
opadanja. Na osnovu dobijenih rezultata zaklju¢ujemo da hemoliza ima znacajan uticaj na vrednost
hematoloskih i biohemijskin parametara u krvi krava. Beli¢ i sar. (2014) su ispitivali da i
transportovanje na adekvatnoj temperaturi i nalaz hemolize zna€ajno uti€u na vrednost krvnih
parametara kod krava. Kao indeksi hemolize koriS¢eni su hemoglobin i MCHC. lzvrSena je analiza
regresije i korelacije izmedu koncentracije hemoglobina i vrednosti MCHC (koji je pokazatelj
postojanja hemolize) i biohemijskih parametara krvi: glukoza, NEFA, BHB, albumin, ukupni proteini,
urea, AST, ALT, LDH, CK, bilirubina, holesterol, trigliceridi, Na, K, Mg, Ca.

U dosadasnjim istraZivanjima nije ispitana stabilnost hematolodkih parametara krvi krava koje su
¢uvane na razli€itim temperaturnim uslovima i u razli¢itim vremenskim periodima od ulaska u
laboratoriju do momenta merenja. Cilj ovog rada je da se ispita stabilnost rutinskih hematoloskih
parametara krvne slike u uzorcima krvi koji se ¢uvaju na sobnoj temperaturi ili temperature frizidera do
testiranja, a koji imaju oderdene preanaliticke karakteristike, odnosno da se utvrdi da li zamrzavaje
uzorka pune krvi utiCe na stabilnost ispitivanih parametara.

Materijal i metode

U ovom ispitivanju koriS¢eni su uzorci pune krvi uzete iz v.coccigea u EDTA vakutajner. Krv je
uzimana od krava sa razli¢itih farmi u cilju rutinskog odredivanja krvnih parametara.U ogledu su
postojala tri temperaturna rezima: temperaturni rezim na sobnoj temperaturi tokom 6 dana (18-22°C),
temperaturni rezim frizidera (3-5°C) i temperaturni rezim zamrzivaca gde su uzorci bili izlozeni tokom
21 dana (-18 do -22°C). U ovom istrazivanju je u¢estvovalo 300 uzoraka poreklom od mleé¢nih krava u
razliitim periodima laktacija. Uzorci su podeljeni u 6 grupa po 50 uzoraka: prema vremenu od
uzorkovanja do obrade u laboratoriji (0-4h, 4-8 h i preko 8h) i prema prisustvu preanalitickih faktora
(grupa sa hemolizom plazme, grupa transportovana na ambijentalnoj temeperaturi i grupa sa malom
zapreminom uzorka do od 1/3 propisanog). Sedma grupa sa 50 uzoraka predstavljaju one uzorke koji
su Cuvani na temperaturi zamrzivaca.

Na osnovu analiticke varijabilnosti koja je dostupna u Laboratoriji za patoloSku fiziologiju, a prema
preporukama koje su dali Gémez-Rioja i sar. (2019) odredili tehnicke procedure za merenje
stabilnosti. Gubitak stabilnosti se procenjuje poredenjem mernih vrednosti dva uzorka dobijena od
istog pacijenta i analizirana u razliitim vremenskim tatkama — bazalno vreme/uzorak i vreme
ispitivanja/uzorak.
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Rezultati i diskusija

Na osnovu parametara analitiCke varijabilnosti laboratorije odredena je maksimalno dozvoljena
nestabilnost uzorka. Ona je za parametre crvene krvne loze iznosila 1,65% za MCYV, bila je u rasponu
od 2,05 do 3,9% za MCH, MCHC, RBC, HGB, HCT. Kada se radi o parametrima bele loze dozvoljena
nestabilnost se kretala od 6,15 da WBC, do 7,0 odnosno 7,45 za limfocite (LYM) odnosno neutrofile
(NEU). Najve¢u maksimalnu dozvoljenu nestabilnost imali su trombociti (PLT) i ona je iznosila 9,19%.
Rezultati su prikazani u Tabeli 1.

Ispitivanje hematoloSkih parametara izuzoraka na sobnoj temperaturi ukazuje na to da tokom
Sestodnevnog stajanja uzoraka na sobnoj temperature ne¢e do¢i do znaCajne promene u vrednosti
hemoglobina, hematokrina i MCH, te oni pokazuju veoma veliku stabilnost tokom stajanja uzorka.
Medutim u ovim uzorcima ¢e do¢i do opadanja broja eritrocita, porasta vrednosti MCV, opadanja
vrednosti MCHC, te opadanja broja leukocita koji je pracen opadanjem vrednosti neutrofila, ali
porastom broja limfocita. Broj trombocita znacajno opada tokom vremena. Ove promene ¢&e predi
maksimalno dozvoljeni nivo nestabilnosti ve¢ posle drugog i treCeg dana na sobnoj temperaturi.
Stavljanje krvni na temperature frizidera stabilizuje navedene procese do petog dana ogleda, tako da
parametri variraju do nivao dozvoljene stabilnosti. Parametar koji se rapidno menja i opada u uslovima
Cuvanja u frizideru je ukupan broj leukocita, tako da se ve¢ posle dva dana stajanja gubi njihova
stabilnost. Stabilnost uzorka se mnogo lakSe gubi ukoliko se radi o uzimanju male zapremine krvi, ili
ukoliko je krv transportovana nezasti¢ena i na sobnoj temperature do laboratorije, a sledeci faktor po
znacaju je hemoliza, dok duzina transporta krvi do laboratirije u trajanju do 8 ¢asova i u kontrolisanim
uslovima nije znacajno uticala na stabilnost.

Zamrzavanje znacajno utiCe na vrednost ispitivanih hematoloskih parametara, koji osim $to lako
prelaze prag dozvoljene nestabilnosti pokazuju i znac¢ajno statistiCko odstupanje srednjih vrednosti.
Broj eritrocita opada sa duzinom zamrzavanja, a broj eritrocita je obrnuto proporcionalan intenzitetu
hemolize plazme (neprikazani rezultati). Nivo hemolize raste linearno sa brojem dana od zamrzavanja.
Kratkotrajno zamrzavanje tokom jednog dana nije uticalo na stabilnost broja eritrocita. Svi ostali
hematoloski parametri su presli dozvoljenu granicu nestabilnosti ve¢ nakon prvog dana od
zamrzavanja i pokazali korelaciju sa nivoom hemolize. Vrednost hemoglobina i hematokrita je najpre
opadala, da bi potom rasla i bila najviSa poslednjeg dana ogleda. Vrednost eritrocitnih indeksa je rasla
tokom vremena. Vrednost leukocita, neutrofila i limfocita je najpre rasla, a potom znacajno opadala od
treCeg dana zamrzavanja. Vrednost trombocita je rasla do sedmog dana zamrzavanja, da bi potom
opadala do poslednjeg dana. Nestabilnost svih parametara se kretala od 10 do preko 25% prilikom
Zamrzavanja.

Analiza distribucije ferkvencije na hematoloskom broja¢u pokazuje da se javljaju odredeni artefakti
koji su vidljivi tokom zamrzavanja, ali ne i tokom Cuvanja pune krvi na sobnoj temperaturi ili u frizideru.
Kod zamrznutih uzoraka krvi utvrdeno je sledece: distribucija frekvencije eritrocita se ne zavrSava na
donjoj marginalnoj liniji, ve¢ postoji odreden broj ¢elija koji se nalazi ispod ove marginalne linije, postoji
slab odziv leukocita u okviru marginalnih linija, ali je taj odziv mnogo veéi u zoni iznad godnje
marginalne linije sa skretanjem u desno. Odziv trombocita je veoma slab, ali postoji veoma veliki broj
celija koje se ocitavaju iznad gornje referentne vrednosti za trombocite.

Tabela 1. Maksimalno dozvoljena nestabilnost (MPI) hematoloSkih parametara u krvi krava
Table 1. Maximum permissible instability of blood hematology parameters in cows

Biohemijski parametar Maksimalno dozvoljena nestabilnost (MPI)
RBC 3,65
HGB 3,7
HCT 3,9
MCV 1,65
MCH 2,05

MCHC 2,31
WBC 6,15
NEU 7,45
LYM 7,0
PLT 9,19
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Grafikon 1. Stabilnost hematoloskih parametara na sobnoj temperaturi tokom 6 dana
Figure 1. Stability of hematological parameters at room temperature during 6 days

Letopis naucnih radova / Annals of Agronomy



Cincovic et al. (2023) Ann. Agron. 47(1): 47-57

PD%

87

85 -

PLT

106 - 106 - 106 -
104 104 104
102 - 102 - 102 -
100 B % % % - ;
S S os X m
o o
9% - ; ; ; ; ‘
2 3 4 5 6
94 4 94 - 94 -
92 - 92 92 -
% - RBC %0 - HGB % - HCT
106 -
108 - 108 -
104 1 106 - 106 -
102 - 104 - 104 -+
100 '%—ﬁl 1021 102 1
] [ ] | * [ ] *
K og : : : : || & 100 % £ 100 a
& 2 3 a 5 6|= &
98 * : X ‘ 98 | X
96 . 3 4 5 6 T T T T 1
96 96 1 2 3 4 5 6
54 -
94 - 94 -
92 7 92 - 92 -
% - mMcv %0 - MCH % - MCHC
105 105
100
X 95 4
a T T
3 4 5 6
90 - 9% |
94 -
85 |
92 -
80 - WBC X 80 - NEU % - LYM
105 -

# Kontrolisanitransport 0-2h

M Kontrolisanitransport 2-4h

A Kontrolisanitransport 4-8h

» Hemoliza

¥ Malazapremina krvi u

vakutajneru

©® Transport na sobnoj temperaturi

Grafikon 2. Stabilnost hematoloskih parametara na temperaturi frizidera tokom 6 dana
Figure 2. Stability of hematological parameters at refrigerator temperature during 6 days
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Grafikon 3. Stabilnost hematoloSkih parametara na temperaturi zamrziva¢a tokom 21 dan
Figure 3. Stability of hematological parameters at freezer temperature during 21 days
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Diskusija

U velikom broju dosadasnjih istrazivanja vrSeno je ispitivanje stabilnosti krvnih parametara i to
najceS¢e u humanism uzorcima, a nesSto manje i u uzorcima poreklom od Zivotinja. Kao naj¢esdi
temperaturni okviri koji su koriséeni u radovima bile su uklju¢ene sobna temperatura, temperatura
frizidera na 4°C, kao i temperatura tela na 37°C, dok se u novije vreme ispituju i temperature
zamrzavanja (-20°C) ili ultrazamtzavanja (-70 do -80°C) (Benfi i Germagnoli, 2008, De la Salle, 2019).
Vrlo Cesto je stabilnost ispitivana u funkciji vrste hematoloSkog analizatora i metoda koje su njegov
sastavni deo. Mi smo se opredelili za uobiajenu proceduru ispitivanja stabilnosti krvi na temperature
spoljasnej sredinie, frizidera i zamrzivaca.

Pre ispitivanja stabilnosti potrebno je proanalizirati razli¢ite preanaliticke faktore koji mogu da utiCu
na stabilnost hematoloskih parametara, bilo na broj uobli€enih elemenata krvi, bilo na njihovu
morfologiju. U naSem ogledu koristili smo EDTA antikoagulans koji je uobi€ajeni antikoagulans za
hematoloska ispitivanja (Banfi i sar., 2007). Medutim, EDTA je izraziro kiseo pa je potrebno Koristiti
soli EDTA. Soli su hiperosmolarne, pa izvlaée vodu iz éelija dovodeci do njihove dehidracije i promene
u obliku, pa samim tim mogu lako dovesti do opadanja njihove stabilnosti. Prema svetskim
preporukama, upotreba Na2 i K2 soli EDTA ne uti€e zna¢ajno na morfologiju éelija (Narayanan, 1993)
pa su ove natrijumove i kalijumove soli preporuc¢ene za rutinsku hematolosku dijagnostiku (NCCLS,
1989), Sto smo i mi koristili u ovom ispitivanju. Pored adekvatnog izbora vakutajnera od velikog
znacaja je njegovo punjenje krvlju. Uzimanje uzoraka krvi je vrSeno do optimalne tacke osim u onim
epruvetama koje su prema uslovima ogleda trebale da budu napunjene malim zapreminama Krvi.
Prepunjavanje vakutajnera dovodi do neadekvatnog mesanja sa antikoagulansom kada se javlja lazna
policitemija sa trombocitopenijom i leukopenijom (Pewarchuk i sar., 1992), dok neadekvatno punjenje
dovodi do opadanja hematokrita i MCV (Chen i sar., 1999). MeSanje uzorka je vrSeno kod svih
uzoraka neposredno posle uzimanja kako bi se krv Sto bolje pomeSala sa antikoagulansom.U
preanalitiCkoj fazi je veoma znacajno i meSanje uzorka posle uzimanja krvi, jer u uzorcima Kkoji nisu
adekvatno promesane postoji smanjenje broja eritrocita, hemoglobina, hematokrita i broja trombocita,
dok je srednja zapremina trombocita bila zna€ajno poveéana (Lippi i sar., 2007).

Ranija ispitivanja stabilnosti krvi dali su odredene sli¢nosti ali i razlike u odnosu na nase nalaze.U
nasim okolnostima nije bilo previde istraZivanja na temu stabilnosti hematolo$kih parametara kod
giveda. Jedan stariji rad koji je objavljen na malom broju od 6 uzoraka pokazao je da u temperaturnim
uslovima na 4°C i 18°C tokom 72h cuvanja uzorka dolazi do porasta broja eritrocita, opadanje
vrednosti leukocita, opadanje vrednosti hemoglobina i slaba porast hematokrita, a navedene promene
su bile izrazene posle 48 ¢asova Cuvanja (Hadzimusi¢ i Nuhanovi¢, 2013). U jednoj studiji su utvrdene
promene u hematoloSkim vrednostima na 0, 12, 24, 36, 48, 60, 72, 84 i 96 sati skladiStenja u uzorcima
venske krvi goveda ¢uvanim na 4°C i 24° C u vakutajnerima sa EDTA. Uzorci govede krvi ¢uvani na
4°C dali su pouzdane rezultate za nivoe WBC, RBC, Hb, PCV, MCV, MCH i MCHC sa izuzetkom
nivoa PLT posto su se nivoi PLT smanijili kada se PLT €uvao 24 sata ili duze (Kirmizigul i sar., 2017).
Ispitivanje stabilnosti krvnih parametara kod goveda vrsili su i Espiritu i sar. (2019), gde su uzorci su
Cuvani u frizideru na 4°C i analizirani nakon 6 h, 12 h, 24 h, 48 h, 72 h, 120 h i 192 h Cuvanja.
Parametri krvne slike ostali su stabilni tokom 192 h, osim za MCHC. NEU i EOS su ostali stabilni 192
sata. Vrednosti WBC, LIM i MONO dale su nedosledna merenja koja su povratila svoje pocetno
merenje nakon 12 h i 24 h skladiStenja, respektivno, a zatim su ostala stabilna do 120 h. Ovo
istrazivanje je pokazalo da se uzorci krvi goveda za CBC analizu mogu Cuvati 120 sati na 4°, §to se
poklapa sa naSim rezultatima. U humanism uzorcima utvrdeno je sledeée: crvene krvne celije,
trombociti, hemoglobin i MCH stabilni tokom skladiStenja od 48 sati na 4°C, 10°C ili 23°C; hematokrit i
MCYV su se povecali, dok su se bela krvna zrnca smanijila za 48 h kada se Cuvaju na 23 °C; limfociti,
neutrofili, eozinofili i bazofili su pokazali znac¢ajne razlike nakon 12 sati skladiStenja na 23°C (Unalli i
Ozarda, 2021).

Zamrzavanje uzorka je dovelo do razvoja hemolize i zna¢ajnog odstupanja vrednosti parametara.
U jednom ogledu gde se zamrzavanje vrs$ilo na -70°C tokom 30 dana (Tang i sar., 2019) pronadeno je
da srednje vrednosti veéine parametara, sa izuzetkom hemoglobina i broja trombocita, zna¢ajno su se
razlikovale do 15 dana Cuvanja, te da je broj belih krvnih zrnaca i Sirina distribucije crvenih krvnih
parametri krvne slike mereni u uskladistenoj krvi nisu dovoljno pouzdane stabilnosti. Stabilnost je
odredena kroz koeficijent varijacije parametara. Stalnost hemoglobina se moze tumagiti €injenicom da
se on meri iz intaktnih eritrocita, pa je zbog toga njihov broj stabilan, dok smo se mi u ogledu bavili
dijagnostikom hemoglobina u plazmi, te je njegov broj konstantno rastao kao posledica hemolize. In
vitro hemoliza pune krvi znacajno utiCe na parametre krvne slike. Poredenje uzoraka sa razli€itim
stepenom hemolize pokazalo je smanjenje broja crvenih krvnih zrnaca i hematokrita i povecanje
srednje koncentracije korpuskularnog hemoglobina i broja trombocita u uzorcima sa visokim stepenom
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hemolize, a ako se analiziraju samo uzorci sa blagim stepenom hemolize pokazali su samo blagi
porast srednjeg korpuskularnog hemoglobina, srednje koncentracije korpuskularnog hemoglobina i
broja trombocita (de Jonge i sar., 2018). Lippi i sar. (2012) su pokazali da da vestacki izazvana,
umerena do visoka hemoliza dovodi do smanjenja eritrocita i Hct i povecanja srednjeg ¢elijskog
hemoglobina (MCH) i broja trombocita, u zavisnosti od stepena hemolize. Sa navedenim rezultatima
se slazu i naSi rezultati istraZivanja. Hemoliza pokazuje odredeni stepen linearne i druge vrste
povezanosti sa ostalim parametrima, $to je pokazano i u nasim rezultatima, a novija istrazivanja
pokazuju da je moguée Kkorigovati dobijene vrednosti iz hemolitickog uzorka pomocu koncentracije
slobodnog hemoglobina, kako bi se dobila vrednost koja je priblizna tanoj vrednosti u uzorku te se
uprkos hemolizi ne mora ponavljati uzorkovanje za rutinske hematoloske pretrage (Peng i sar., 2020).
Krioglobulini koji se stvaraju ili ostaju posebno stabilni na niskim temperaturama mogu biti zna€ajan
uzrok promene u vrednosti uoblienih elemenata krvi. Promene mogu nastati zbog njihovog delovanja
na morfologiju ¢elija kada ¢e do¢i do netacnog ocitavanja od strane hematoloSkog aparata, pa ¢e
jedan tim ¢elija ocitati kao drugi tip (Zandecki i sar., 2012). lako su oni opisani kod ljudi u razli¢itim
patoloskim procesima, poznato je da se mogu stvoriti i nespecifi¢no, pa su potrebna dalja istrazivanja
na temu krioglonulina. Krioglobulini mogu podi¢i vrednost leukocita, $to se u naSem ogledu desilo
posle prvog dana zamrzavanja. Pored ovoga, visoka bilirubinemija ili hiperlipidemija mogu uticati na
vrednost hematoloSkih parametara, ali samo ako se radi o vrlo visokim koncentracijama (Zandecki i
sar., 2007).

Kada se radi o uzorcima zamrznute krvi primeéeno je da postoje brojna odstupajna u morfologiji
Celija koji su rezultirali dobijanjem izmenjenih distribucija frekvencije veli€ine celije i neadekvatnim
oCitavanjem ¢elija na hematoloSkom brojacu. Poznato je na primer da pseudotrombocitopenija,
satelitizam trombocita ili prisustvo trombocita velike zapremine moze da interferira sa vrednostima
leukocita (Zandecki i sar., 2007a; Bobba i Doll, 2012; Nagler i sar., 2014). Do laznog povecanja broja
leukocita mogu dovesti agregirani trombociti, prisustvo eritrocita sa jedrom ili eritrocita otpornih na
liziranje. Pomeranije distribucije trombocita u desno, posebno izvan o€ekivanog opsega desSava se kao
posledica porasta zapremine trombocita i njihovog medusobnog slepljivanja, ali moze biti i rezultat
prisustva veceg broja fragmenata eritrocita ili krioprecipitata. Medusobno slepljivanje i skupljanje
polimorfonukleara doveS¢e do smanjenja ukupnog broja leukocita (Zandecki i sar., 2007; Matsuo i
sar., 2016). Visoke vrednosti leukocita i u manjoj meri prisustvo ogromnih trombocita utiCu na
vrednosti hemoglobina i na eritrocite. Bilo koje promene u vrednosti direktno merenih vrednosti kao
8to je broj eritrocita, hemoglobin, hematokrit ili MCV moze uticati na vrednosti onih parametara koji se
dobijaju kalkulacijom. Poznavanje histograma je od velikog znacaja za interpretacij morfologije celije
iako se ne moze Koristiti samostalno (Athanasiou i sar., 2018). Skretanje eritrocitne distribucije
histograma u levo ozna¢ava mikrocitozu, dok skretanje u desno oznacava makrocitozu. Kada se radi
o histogramu leukocita on bi trebao da ima tri pika (za limfocite, monocite/eozinofile i bazofile i
neutrofile), a morfoloSke promene celija dovesce do izostanka navedena tri pika, dok ¢e medusobno
agregiranje celija dovesti do konstatnog porasta krive sa pikom izvan opsega za normalnu veli¢inu
leukocita. Skretanje distribucije trombocita u desno sa pikom izvan opsega govori o ve¢em nalazu
Sistocita, $to se moze oCekivati u nasem istrazivanju zbog raspadanja eritrocita usled zamrzavanja.

Zakljucak

Nivo dozvoljene nestabilnosti hematoloSkih parametara kod krava je nizak, zbog male analiticke i
biologke varijabilnosti koje ovi parametri pokazuju. Cuvanje uzoraka u fruZideru tokom pet dana daje
dobru stabilnost uoblienih elemenata krvi i ostalih hematoloskih vrednosti. Cuvanje uzoraka na
sobnoj temperaturi daje dobru stabilnost u trajanju od dva do tri dana, ali to zna€ajno zavisi od
preanalitiCke opterecenosti uzorka. Zamrzavanje uzorka pune krvi u zamrzivacu dovodi do velike
nestabilnosti hematoloSkih parametara uz razvoj morfoloske nestabilnosti éelija i intenzivhe hemolize,
pa se zamrznuti uzorci ne mogu smatrati stabilnim i kvalitetnim za dalje analize.
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ABSTRACT

The aim of this study was to examine the stability of routine hematological blood parameters in blood samples
that are stored at room temperature or refrigerator temperature until testing, and which have certain pre-
analytical characteristics, i.e. to determine whether freezing a whole blood sample affects the stability of the
tested parameters. In this study, 350 samples of whole blood collected from the v.coccige in an EDTA
vacutainer originating from Holstein-Friesian cows were used. There were three temperature regimes in the
experiment: the temperature regime at room temperature for 6 days (18-22°C), the temperature regime of the
refrigerator (3-5°C) and the temperature regime of the freezer where the samples were exposed for 21 days (-
18 to -22°C).The loss of stability is evaluated by comparing the measurement values of two samples obtained
from the same patient and analyzed in different temperature regimens and times. Based on the analytical
variability parameters of the laboratory, the maximum permissible instability of the sample was determined. It
was 1.65% for the red blood line parameter for MCV, it was in the range of 2.05 to 3.9% for MCH, MCHC,
RBC, HGB, HCT. When it comes to white blood cell parameters, the permitted instability of secretions is from
6.15 for VBC, to 7.0 and 7.45 for lymphocytes (LIM) and neutrophils (NEU). Platelets (PLT) had the highest
maximum allowed instability and it amounted to 9.19%. Examination of the hematological parameters of the
samples at room temperature indicates that during the six-day storage of the samples at room temperature
there will be no significant changes in the values of hemoglobin, hematocrine and MCH, and they show a very
high stability during the storage of the samples. However, in these samples there will be a decrease in the
number of erythrocytes, an increase in the MCV value, a decrease in the MCHC value, and a decrease in the
number of leukocytes, which is followed by a decrease in the neutrophil value, but an increase in the number
of lymphocytes. Platelet count drops significantly over time. These changes will be the maximum allowed level
of instability already after the second and third day at room temperature. Setting the temperature on the
refrigerator stabilizes the mentioned processes until the fifth day of the experiment, so that the parameters
change to the level of permitted stability. A parameter that changes rapidly and falls under conditions of
storage in the refrigerator is the total number of leukocytes, so that their stability is lost after only two days of
storage. Freezing significantly affects the value of the examined hematological parameters, which, in addition
to easily exceeding the threshold of permissible instability, also show a significant statistical deviation of the
mean values. The number of erythrocytes decreases with the length of freezing, and the number of
erythrocytes is inversely proportional to the intensity of plasma hemolysis. The level of hemolysis increases
linearly with the number of days since freezing. Short-term freezing during one day did not affect the stability
of the number of erythrocytes. All other hematological parameters exceeded the permitted limit of instability
already after the first day of freezing and showed a correlation with the level of hemolysis. The stability of
blood under room storage conditions depended on the preanalytical factors with which the samples were
loaded, so small sample volumes, hemolysis of the sample or transportation in uncontrolled conditions
reduced the stability. During the hematological analysis, it is necessary to know all the pre-analytical factors in
order to adequately handle the sample in the laboratory.
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