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SAZETAK

Intraindividualne varijacije su promene koje se uocavaju unutar jedne jedinke prilikom ponovne procene u
nekom vremenskom intervalu i odredene su intraindividualnim koeficijentom varijacije (CVi), koji pokazuje
stepen varijabilnosti rezultata iz uzorka u odnosu na aritmeticku sredinu populacije. Visi CVi ukazuje na
vecu varijabilnost unutar jedinke, odnosno manju stabilnost ispitivanog parametra. Izra¢unavanjem CVi iz
ponovljenih merenja, moze se proceniti koliko izmereni parametri fluktuiraju kod pojedinacne ispitivane
zivotinje tokom vremena. Odnos individualne i grupne bioloske varijacije predstavlja indeks individualnosti
(Iol) za ispitivani analit. Ovaj indeks odreduje da li je za odredeni analit prikladnije Koristiti referentne
intervale zasnovane na populaciji ili referentne intervale zasnovane na subjektu, odnosno predvida korisnost
referentnih intervala. Ovaj pokazatelj varijacije pruza smernice da ¢e ukoliko je intraindividualna bioloska
varijacija vec¢a u odnosu na interindividualnu varijaciju, (indeks individualnosti je > 1,4), referentni intervali
zasnovani na populaciji biti od najvece koristi za sve jedinke, dok ukoliko je intraindividualna bioloska
varijacija manja u odnosu na interindividualnu varijaciju (indeks individualnosti je < 0,6) predlaze se
koriséenje RCV vrednosti (reference change value, RCV). Izratunavanje RCV vrednosti odnosno kriti¢ne
razlike je metoda koja se koristi za utvrdivanje da li je razlika u dve uzastopne analize znacajna i1 bioloski
relevantna, prilikom cega se uzimaju u obzir i faktori povezani sa aktivnoscu u laboratoriji (preanaliticka i
analiticka greska), kao i faktori povezani sa normalnom intraindividualnom bioloskom varijacijom. Na kraju,
utvrdivanje neophodnog broja uzoraka za procenu homeostatskih okvira je jo§ jedan metod za procenu
intraindividualne varijabilnosti. Razumevanje intraindividualne varijabilnosti krvnih parametara u
veterinarskoj medicini je od krucijalnog znacaja za postavljanje tacne dijagnoze i monitoring zdravstvenog
stanja zivotinja. Na osnovu upotrebe metoda intraindividualne varijabilnosti mogu se detektovati diskretne
promene tokom vremena koje mogu ukazivati na progresiju ili regresiju oboljenja, a moze se pratiti i
odgovor na terapiju i po potrebi izvrsiti njena korekcija.

Klju¢ne re¢i: intraindividualna varijabilnost, koeficijent varijabilnosti (CVi), kriti¢na razlika (RCV), indeks
individualnosti (lol), neophodan broj uzoraka za procenu homeostatskih okvira (NHSP)

ABSTRACT

Changes within an individual during re-evaluation within a certain period are referred to as intraindividual
variations, and they are determined by the intraindividual coefficient of variation (CVi), which indicates the
degree of variability of the sample results in comparison to the population's arithmetic mean. A higher CVi
denotes less stability of the investigated parameter and greater variability within the individual. By
calculating CVi from repeated measurements, one can estimate how much the measured parameters fluctuate
in an individual over time. The ratio of individual and group biological variation represents the index of
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individuality (lol) for the examined analyte. This index determines whether it is more appropriate to use
population-based reference intervals or subject-based reference intervals for a particular analyte, i.e. predicts
the utility of the reference intervals. It also suggests that if intraindividual biological variation is greater than
interindividual variation, (individuality index is > 1.4), population-based reference intervals will be most
useful for all individuals. If intraindividual biological variation is less than the interindividual variation
(individuality index is < 0.6), then the RCV value (reference change value, or RCV) should be used.
Calculating the RCV value is a method used to determine whether the difference in two consecutive analyses
is significant and biologically relevant, taking into account factors related to laboratory activity
(preanalytical and analytical error), as well as factors related to normal intraindividual biological variation.
Finally, determining the number of samples required for assessing the homeostatic setting point is another
method used to evaluate intraindividual variability. In veterinary medicine, it is essential to understand the
intraindividual variability of blood parameters to accurately diagnose patients and monitor their health.
Subtle changes over time that may suggest a progression or regression of the disease can be detected by the
use of intraindividual variability methods. Additionally, the response to treatment can be monitored and, if
necessary, adjusted.

Key words: intra-individual variability, coefficient of variability (CVi), critical difference (RCV), index of

individuality (lol), number of samples for homeostatic setting point evaluation (NHSP)

DEFINICIJA REFERENTNIH INTERVALA

Laboratorijska analiza krvi predstavlja metod koji se
naj¢eSce upotrebljava kako u humanoj, tako i u
veterinarskoj medicini prvenstveno u cilju detekcije
oboljenja i usmeravanju terapije kod pacijenata, a
zatim i u svrhe preventivne provere zdravstvenog
statusa jedinke, kako bi se na vreme otkrio ili
prevenirao nastanak oboljenja.

U cilju donoSenja klinicke odluke, S$iroko je
rasprostranjena upotreba referentnih intervala krvnih
parametara. Oni predstavljaju sastavnu komponentu
dijagnostickog procesa u laboratorijama (1) i
najceSce se koriste kako bi se procenili ili poredili
rezultati krvi dobijeni od obolelih jedinki, a takode i
kao osnov za postavljanje dijagnoze oboljenja. Osim
ovog aspekta, utvrdivanje vrednosti laboratorijskih
krvnih parametara moze takode da pruzi uvid u
metabolicke i fizioloSke procese koji se odvijaju u
organizmu.

Referentni  intervali  predstavljaju intervale
izraCunate na osnovu grupe ili populacije zdravih
jedinki iste vrste za odredeno ispitivanje, a nazivaju
se joS 1 populacijskim referentnim intervalima
(population-based reference intervals) (2). Takode se
mogu definisati i kao intervali kojima je obuhvacena
veéina jedinki iz date populacije sa karakteristikama
sli¢nim referentnoj grupi, a iskljucene jedinke cije se
karakteristike razlikuju od referentne grupe (3).
Referentni intervali imaju svoju donju i gornju
granicu koja obuhvata sredisnjih 95% referentnog
intervala izmerenih vrednosti, dobijenih iz uzoraka

zdrave referentne grupe (4,5,6). Ostalih 5% jedinki
biva iskljuceno iz grupe referentnih zdravih jedinki,
jer odstupa od utvrdenih referentnih vrednosti
(konvencionalno 2,5% vrednosti se nalaze ispod i
2,5% vrednosti iznad granica referentnog intervala),
a takav nalaz ¢e biti oznaCen kao abnormalan (3).
Iako je upotreba referentnih vednosti utvrdenih na
osnovu populacije univerzalno prihvacena, Cesto je
problematican sam metod utvrdivanja ovih
vrednosti, pa je ova tema ne retko predmet diskusije
u literature (1). Naime, dobro je poznato da postoje
rase Cije vrednosti hematoloskih i biohemijskih
parametara variraju u odnosu na referentne intervale
u smislu da se fizioloski nalaze iznad ili ispod
grani¢ne vrednosti referentnog opsega za populaciju.
Takode, ova pojava moze biti vezana i za uzrast, pol
i druge karakteristike jedinke. U ovim slu¢ajevima
moze se desiti da rezultati odredenog testa ovakvih
jedinki budu proglaseni patoloskim, a da su
objektivno samo posledica bioloske varijacije.
Istrazivanje uzroka varijacije parametara je uvek
preporucljivo, kako bi se iskljucile preanaliticke i
analiticke smetnje i fizioloski izvori varijacije koji
uticu na verodostojnost samog nalaza.

Uzimajuéi u obzir navedeno, poslednjih godina, u
humanoj medicini, uveliko se Kkoristi, a u
veterinarskoj medicini pocinje da se istrazuje,
koncept referentnih vrednosti baziranih na subjektu
(subject-based reference values), Sto podrazumeva
ponovljeno uzorkovanje od iste zivotinje. Ovakve
referentne vrednosti, izraCunate iz podataka o
bioloskoj varijaciji, mogu se koristiti za utvrdivanje
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da li se razlike u dva uzastopna merenja mogu
pripisati prirodnoj varijabilnosti, preanalitickim 1
analitiCkim greSkama, ili nekim drugim uzrocima
ove razlike kao $to su uticaj bolesti ili terapije.

BIOLOSKA VARIJACIJA,
INTRAINDIVIDUALNA |
INTERINDIVIDUALNA VARIJACIJA | NJENI
POKAZATELJI

Bioloska varijacija se definiSe kao nasumicna
fluktuacija analita oko osnovne vrednosti za svaku
jedinku ili grupu jedinki (7,8), a obuhvata
analiticku varijabilnost (Va), intraindividualnu (Vi) i
interindividualnu varijabilnost (Vg), Cija se mera
obi¢no procenjuje na osnovu njihovih koeficijenata
varijacije (CV). Koeficijent varijacije kao statisticka
mera disperzije podataka od aritmetiCke sredine
pokazuje stepen varijabilnosti rezultata iz uzorka u
odnosu na aritmeticku sredinu  populacije.
Predstavlja se formulom kao odnos standardne
devijacije (SD) i aritmeti¢ke sredine (Mean) (9).

CV = 100 x (Standardna devijacija/Aritmeticka
sredina)

Analiticka varijabilnost (Va) odnosno nasumi¢na
greska je povezana sa svakim laboratorijskim
rezultatom, pri ¢emu veli¢ina ove greske zavisi od
metodoloskog pristupa i tipa analizatora. Utvrduje se
tako Sto se vrSe ponovljena merenja iz jednog te
istog uzorka i izraCunava analiticki koeticijent
varijacije preko aritmeticke sredine i standardne
devijacije. Sto je manji koeficijent analiticke
varijabilnosti, manja je i nepreciznost rezultata (10).
Analiticka varijabilnost vecéine promenljivih je
znatno niza u odnosu na inter- i intraindividualnu
varijabilnost zbog visokog nivoa kontrole kvaliteta u
laboratorijama. Zbog toga se bioloska varijacija
uglavnom izrazava kroz intra- i interindividualnu
(8). Intraindividualne varijacije su promene koje se
uocavaju unutar jedne jedinke prilikom ponovne

procene u nekom vremenskom razmaku ili
okolnostima 1 odredene su intraindividualnim
koeficijentom  varijacije  (CVi), dok su

interindividualne (grupne) varijacije razlike koje se
uocavaju izmedu razli¢itih jedinki i odredene su
interindividualnim koeficijentom varijacije (CVQ)
(7,11). Visi CVi ukazuje na vecu varijabilnost unutar
jedinke, odnosno manju stabilnost izmerenog
parametra. IzraCunavanjem CVi iz ponovljenih
merenja poreklom od iste jedinke, moze se proceniti
koliko  izmereni  parametri  fluktuiraju  kod
pojedina¢ne ispitivane Zivotinje tokom vremena.

Nasuprot tome, nizi CVi govori u prilog stabilnosti i
postojanosti izmerenih parametara tokom odredenog
vremenskog perioda. Razumevanje CVi vrednosti
pomaze pri ustanovljavanju “normalnih” intervala i
detekciji abnormalnih varijacija krvnih parametara,
utvrdivanju zdravstvenog stanja zivotinje, pracenju
progresije oboljenja i proceni efikasnosti terapije.
Takode, moze da ukaze i na frekvenciju kojom bi
trebalo vrsiti pracenja odredenog analita na osnovu
njegove utvrdene varijabilnosti unutar jedinke.
Pored svega navedenog, neophodno je imati na umu
da CVi obezbeduje vredan uvid u intraindividualnu
varijabilnost, ali ne moze obuhvatati sve izvore
varijabilnosti. Faktori kao $to su stres, nacin ishrane,
laktacija, bolest i terapija mogu uticati na krvne
parametre i doprinositi varijabilnosti iznad one koja
je izmerena samo upotrebom CVi vrednosti.

Sledeci metod procene intraindividualne
varijabilnosti ispitivanih krvnih parametara jeste
indeks individualnosti (lol), koji predstavlja odnos
individualne 1 grupne bioloske varijacije za
ispitivani analit. Ovaj indeks odreduje da li je za
odredeni analit prikladnije Koristiti referentne
intervale zasnovane na populaciji ili referentne
intervale zasnovane na subjektu, odnosno predvida
korisnost referentnih intervala (10,12). Vecina
analita, kao Sto je to slucaj sa kalcijumom,
holesterolom i kreatininom, imaju izrazenu
individualnost, odnosno nizak indeks
individualnosti, §to znac¢i da je stepen bioloske
varijacije unutar jedinke mnogo manji u odnosu na
stepen Dbioloske varijacije unutar populacije. U
ovakvim sluajevima  populacijski  referentni
intervali nisu narocito korisni u proceni da li je
rezultat testa “normalan” ili ne, te bi verovatno bilo
bolje porediti dobijene rezultate sa referentnim
intervalima utvrdenim za tu samu jedinku (10).
Indeks  individualnosti  odreden  analiti¢kim,
intraindividualnim i interindividualnim
koeficijentom varijacije pruza smernice da ce
ukoliko je intraindividualna bioloska varijacija veca
u odnosu na interindividualnu varijaciju, (indeks
individualnosti je > 1,4), referentni intervali
zasnovani na populaciji biti od najvecée koristi za sve
jedinke, dok ukoliko je intraindividualna bioloska
varijacija manja u odnosu na interindividualnu
varjjaciju (indeks individualnosti je < 0,6) treba
koristiti referentne intervale zasnovane na subjektu
(12,13,14). Takode, ovo znaci da ukoliko je indeks
individualnosti nizak, odnosno da je individualnost
visoka, varijabilnost vrednosti za individuu zauzima
samo mali deo referentnog intervala. Sa druge
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strane, ako je indeks individualnosti visok, odnosno
individualnost je niska, disperzija vrednosti kod
svake jedinke ponaosob slicna je disperziji medu
jedinkama populacije predstavljene referentnim
intervalima (15).

Vrednosti indeksa individualnosti i
interpretacija su sledeci:

e <0.6 (nizak indeks individualnosti) - koristiti
referentne intervale bazirane na subjektu ili
kriti¢nu gresku (RCV) (2, 7,12);

e 0.6-1.4 (ekvivokalni indeks individualnosti)
- koristiti populacijske referentne vrednosti
uz oprez. Na zalost, najveci broj rezultata
testova potpada u ovu kategoriju koja nije
od prevelike pomoci i

e >1.4 (visok indeks individualnosti) - koristiti
populacijske referentne vrednosti.

njihova

Formula na osnovu koje se uobicajeno izracunavaju
indeksi individualnosti moZze se predstaviti sledeCom
jednacinom u kojoj se u brojiocu nalaze CVi koji
predstavlja koeficijent intraindividualne
varijabilnosti i CVa odnosno koeficijent analiticke
varijabilnosti, a u imeniocu se nalazi CVVg odnosno
koeficijent interindividualne varijabilnosti (16).

VCVi% + CVa?

Jol =
0 Vg

Kod varijabli kod Kkojih postoji pretpostavka
normalnosti, indeksi individualnosti se mogu
raCunati iz koeficijenata varijacije na osnovu

reciprocne formule odnosno formule u kojoj se
koeficijent interindividualne varijacije  (CVQg)
postavlja kao brojilac i to je tzv. inverzirani indeks
individualnosti koji rezultira u viSim vrednostima
kod porasta intraindividualne varijacije (12,17).
Formula inverziranog indeksa individualnosti moze
se predstaviti na slede¢i nacin:

CvVg
VCVi2 + CVa?

nacinu

Iol =

Pri ovakvom indeksi
individualnosti:

>1,67 ukazuju na to da su u takvim slu¢ajevima
referentni intervali zasnovani na subjektu od vece
koristi u odnosu na referentne intervale zasnovane
na populaciji,

< 0,7 treba koristiti populacijske referentne intervale.
0,7 - 1,67 spadaju u ekvivokalne odnosno u
nesigurne, tako da se u ovim slucajevima bazira na
populacijske referentne intervale uz oprez.

izraCunavanja,

Uopsteno govoreci, kada je indeks individualnosti
po uobicajenoj formuli nizi od 0,6, a po inverziranoj
formuli visi od 1,67 predlaze se koris¢enje RCV
vrednosti (reference change value, RCV) odnosno
kriti¢ne razlike koja predstavlja slede¢i metod za
procenu intraindividualne varijabilnosti  krvnih
parametara (18).

Bioloska varijacija Cesto moze da komplikuje
interpretaciju  klinickih rezultata, naroCito onih
dobijenih konsekutivnom analizom uzorka poreklom
od iste jedinke. Metoda koja se koristi za utvrdivanje
da li je razlika u dve uzastopne analize znacajna i
bioloski relevantna jeste izracunavanje RCV
vrednosti (reference change value, RCV) prilikom
Cega se uzimaju u obzir i faktori povezani sa
aktivno$¢u u laboratoriji (preanaliticka i analiticka
greska), kao 1 faktori povezani sa normalnom
intraindividualnom bioloSkom varijacijom (18).
RCV predstavlja najmanju razliku dva uzastopna
merenja koja izdvaja rezultat iz zone nepouzdanosti
merenja.  Nepouzdanost merenja  predstavlja
ekspresiju statisticke varijanse vrednosti usled
izmerenog kvantiteta. Nijedan metod merenja nije u
potpunosti precizan kada je merenje Kkvantiteta u
pitanju, jer vrednosti zavise od razli¢itih faktora kao
Sto su sistem merenja, metod merenja, nivo
usavr$enosti vr§ioca merenja, kao i okruzenja. Cak i
ako se koli¢ina meri nekoliko puta uzastopno, na isti
nacin i u istoj situaciji, vrednosti merenja Ce se
razlikovati od jednog merenja do drugog (19). RCV
definiSe procenat promene koji treba da se nadvisi
kako bi se utvrdila znacajna razlika izmedu dva
uzastopna merenja (18). RCV ima svoj opseg
vrednosti odnosno donju i gornju granicu izvan kojih
se promene smatraju znacajnim, a ne samo
rezultatom fizioloskih varijacija ili analiticke
nepreciznosti (11).

Iz svega prethodnog mogli bismo izvuéi konacnu
definiciju RCV, a to je da se najmanje razlike
izmedu dve dobijene koncentracije ispitivanog
analita koje se mogu povezati sa realnom promenom
zdravstvenog stanja pacijenta nazivaju ,,reference
change values“ (RCV) ili kriticne razlike. Procena
na osnovu RCV je dosta korisnija u odnosu na
populacijske referentne intervale i objektivnija jer
ukljucuje kako biolosku (intraindividualnu) tako i
analiticku varijaciju, odnosno RCV daje objektivnu
prednost interpretaciji  laboratorijskog  nalaza
pacijenta kada je dostupan prethodni nalaz (20).
Baza podataka o bioloskoj varijaciji se stalno
dopunjuje, izraGunate RCV vrednosti mogu se naéi u
literaturi, §to je ¢eS¢i slu¢aj u humanoj medicini u
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odnosu na veterinarsku, a neke strane drzave uvele
su izdavanje podatka o RCV uz referentne intervale
kao pomo¢ pri interpretaciji nalaza (10,21).

RCV vrednosti se racunaju prema sledecoj formuli
(22):

RCV = Zx2xJCV 2 +CV,?

U ovoj formuli Z predstavlja odgovarajuci broj
standardnih devijacija zasnovanih na Zeljenoj
verovatno¢i (za dvosmerne promene 1.96 = 95% i
2.58 = 99%), \2 ukazuje na to da procenjujemo
promenu Koja se javlja izmedu dva rezultata u seriji,
CVa je koeficijent analiticke varijabilnosti i CVi
koeficijent intraindividualne varijabilnosti
(18,22,23). Kvantitativni podaci o komponentama
bioloske varijacije se koriste u svrhu utvrdivanja
specifikacija kvaliteta laboratorijske analize (24),
zatim utvrdivanja neophodnog broja uzoraka kako bi
se procenilo homeostatsko okruZenje jedinke, kao i u
proceni korisnosti populacijskih referentnih intervala
(25) i izraCunavanja referentne vrednosti promene
(RCV) neophodne za procenu znacajnosti promena u
serijskim rezultatima jedinke (23,26,27). Takode,
referentni intervali zasnovani na subjektu (RCV),
koji se izraCunavaju na osnovu podataka o bioloskoj
varijaciji, mogu se koristiti pri utvrdivanju da li je
razlika u dva uzastopna merenja rezultat prirodne
varijabilnosti ili su prisutni neki drugi uzroci kao §to
su bolest ili terapija koji dovode do evidentne razlike
(7,12,28).
U poslednje vreme, razmatra se mogucnost da ¢e se
ukoliko se uobi¢ajeni prorac¢uni za RCV primene na
viSe od dva uzastopna uzorka, povecéati verovatnoca
dobijanja lazno pozitivnih rezultata (ako promena za
rezultat ima porast) kao i lazno negativnih rezultata
(ukoliko promena za rezultat ima opadanje), naro¢ito
ako je visok ukupni koeficijent varijacije (CVT=30-
40%) (29). Kako bi resili ove probleme razliciti
autori su razvili nove modele zasnovane na log-
normalnoj distribuciji podataka o bioloskoj varijaciji
uz preporuku da se Kkoriste faktori referentne
promene za izra¢unavanje gornjeg i donjeg limita za
znacajne promene u sekvenci rezultata (29).
Potencijalni nedostaci upotrebe RCV vrednosti su:
e Velika koli¢ina statistickih informacija koja
zbunjuje klini¢are
o Upotreba Z skora koja eliminiSe klinicku
procenu
e RCV vrednosti mogu biti
ucestalosti testiranja

zavisne od

e Necke bioloske varijacije mogu biti zavisne
od zdravstvenog stanja

e Pravilna primena RCV vrednosti zahteva
prefinjeni laboratorijski informacioni sistem

upravljanja (Laboratory information
management system /LIMS)
¢ Neophodna je edukacija laboratorijskog

osoblja i klini¢ara
e Terminologija mozZe biti zbunjujuéa (30)

Na kraju, utvrdivanje neophodnog broja uzoraka za
procenu homeostaze je jo§ jedan metod za procenu
intraindividualne varijabilnosti. lako je u uslovima
zdravlja samo jedan laboratorijski rezultat dovoljan
da se procene homeostatski okviri jedinke, preciznija

procena = homeostatskih  okvira se  dobija
izraunavanjem srednjih  vrednosti  visestrukih
uzoraka (npr. multiplih godiSnjih  rezultata

ispitivanja). Neophodan broj uzoraka za procenu
homeostatskih okvira sa zadatom preciznoséu se
moze izraCunati na osnovu ocene standardne greske
aritmeticke sredine. Formula koja se koristi je
sledeca:

—— 2
CVi+CVi

NHSP = [z x Y%

U ovoj jednaini Z predstavlja odgovarajuc¢i broj
standardnih devijacija zasnovanih na Zeljenoj
verovatnoéi (za dvosmerne promene 1.96 = 95% i
2.58 = 99%), CVa je koeficijent analiticke
varijabilnosti, CVi Kkoeficijent intraindividualne
varijabilnosti, a D predstavlja dozvoljeni procenat
odstupanja od homeostatskih okvira jedinke. Obi¢no
se dozvoljava maksimalno do10% odstupanja §to je
adekvatno za analite sa vrednostima CVI> 6,67, ali
previsoko za analite niske individualnosti, npr.
elektrolite. Za analite kod kojih je CVI <6,67,
preporucuje se da vrednost D = 1,5 xCVI, do
maksimalnog odstupanja od 10%. Istrazivanja
ukazuju da se homeostatski okviri za veéinu analita
kod zdravih pasa, macaka i konja, mogu utvrditi sa
verovatno¢om od 95% iz manje od 4 uzorka, dok se
kod bolesnih jedinki neophodan broj uzoraka
znacajno povecava(31).

Razumevanje intraindividualne varijabilnosti krvnih
parametara u veterinarskoj medicini je od
krucijalnog znacaja za postavljanje ta¢ne dijagnoze i
monitoring zdravstvenog stanja Zivotinja. Na osnovu
upotrebe metoda intraindividualne varijabilnosti
mogu se detektovati diskretne promene tokom
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vremena koje mogu ukazivati na progresiju ili  terapiju i po potrebi izvrsiti njena korekcija.
regresiju oboljenja, a moze se pratiti i odgovor na
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