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SAZETAK

Cilj ovog rada je bio da se ispita uticaj temperature prilikom skladiStenja uzoraka na vrednosti biohemijskih
parametara. Za potrebu ovog rada je koriS¢éen je govedi kontrolni serum koji je Cuvana na temeperaturi od
+4°C i +20°C tokom 6 dana. Pracena je stabilnost parametara funkcije jetre, bubrega, energetskog i
metaboli¢kog statusa. VrSena je analiza kocentracije ALB, TPROT, UREA, NEFA, GLU, BHB, CHOL, TGC,
TBIL, AST, Ca i P, uz procenu maksimalno dozvoljene nestabilnosti (MPI) za svaki parametar. Uogeno je
da parametri imaju razli¢it stepen stabilnosti prilikom skladiStenja na razli¢itim temperaturama. Zabelezeno
je da je Cuvanje na +4°C znacajno povecalo stabilnost vecine ispitivanih analita. Analiti medu kojima su
ALB, TPROT i UREA su pokazali bolju stabilnost na nizoj temeperaturi, za razliku od BHB, CHOL i AST koji
su pokazali odstupanja ve¢ nakon 2-3 dana Cuvanja na +20°C. Promene u vrednosti metabolita su bile
mnogo znacajnije kada se uzorak ¢uva na +20°C (temperatura spoljSnje sredine) u odnosu na temperaturu
+4°C (temperatura frizidera) za parametre ALB, UREA, GLU, NEFA, CHOL i TGC. Posmatrajuci posledniji,
Sesti dan ogleda vrednosti metabolita prilikom €uvanja na sobnoj temperaturi u odnosu na temperaturu
frizidera u odnosu na prvi dan bila je: ALB 84,5:98,3%; TPROT 98,6:99,1; UREA 119,3:88,5; GLU
72,6:82,6; NEFA 132,5:115,1; BHB 108,7:104,6; CHOL 88,3:97,9; TGC 80,1:98,1; TBIL 89,6:90,2; AST
82,3:89,4; Ca 100,2:99,5; P 105,9:104,7. U ovom istrazivanju potvrden je znacaj uticaja temeperature na
biohemijske analite tokom skladistenja uzoraka te ukazuje na potrebu kontrole temperature sredine u kojoj
se Cuvaju uzorci.
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Uvod

Stabilnost uzoraka zavisi od oCuvanosti njihovih fizi€ko-hemijskih osobina, na koje mogu uticati nacin
rukovanja, uslovi transporta, naro€ito temperatura kao i kasnije ¢uvanje. Najkasnije dva sata nakon
uzimanja krvi, potrebno je centrifugiranjem odvajiti serum ili plazmu od eritrocita, pri ¢emu je vazno da
se prethodno formiraju stabilni krvni ugrusci, Sto zavisi od vrste epruveta koje se koriste (Flores et al.,
2020; Nordin et al., 2024). Na sobnoj temperaturi odvojeni uzorci ostaju postojani oko osam sati, dok
se na 2-4 °C mogu Cuvati do 48 ¢asova. Po isteku tog perioda serum je potrebno zamrznuti na -20 °C
(Zhou i sar., 2024).

Testovi stabilnosti izvodeni su kod razlicitih zivotinjskih vrsta i ljudi (Taylor et al., 2011; Oddoze et
al., 2012). Rosato i sararadnici (2009) ispitivali su stabilnost biohemijskih parametara seruma pasa pri
razli¢itim temperaturama (25, 4, -4, -20, -70 °C) i vremenima Cuvanja (12 h-90 d). Pratili su elektrolite,
proteine, lipide, kreatinin, ureu i enzime. Metaboliti i minerali ostali su stabilni na -4 i -20 °C do 60,
odnosno 30 dana. GGT i AST rano se menjaju na -70 °C; kreatin kinaza posle 60 d na -4 °C, GGT
posle 30 d na -20 °C. Na temperaturama od -4 i -20 °C najbolje se Cuvaju uzorci. Serum se Cesto
zamrzava i odlaze kako bi se kasnije mogao analizirati. Cray i sararadnici (2009) sprovode istrazivanje
radi procene stabilnost 17 analita u serumu pacova na temperaturi frizidera od 4°C i na temperaturi
mrznjenja od -20°C i -70°C. Serumi su bili analizirani nultog dana, a zatim 7., 30., 90., i 360. dana.
Samo aktivnost kreatin kinaze je varirala za viSe od 10% nakon 7 dana odlaganja u frizideru. Promene
u koncentraciji CO2 su primec¢ene 30. dana, a u aktivnosti alanil transferaze 90. dana, pri temperaturi
zamrzavanja od -70°C. Uzorci seruma Cuvanih u zamrziva¢ima sa i bez stvaranja leda na temperaturi
od -20°C nisu pokazali znacajne razlike do 90. dana skladistenja.

Prema Evropskoj federaciji klinicke hemije (EFLM), formirana je radna grupa za "Preanaliticku
fazu" (WG-PRE), osnovana 2013. godine koja radi na unapredenju harmonizacije preanaliticke faze
pisanjem uputstava i preporuka i edukacijom u zemljama c¢lanicama Evropske unije i drugim
¢lanovima udruzenja (Nordin et al., 2024). Preporuke su neophodne i u veterinarskoj medicini jer su
laboratorijski parametri veoma znacajni u praksi i istrazivackom radu (Cincovic i sar., 2023; Majki¢ i
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sar., 2023; Krnjai¢ i sar., 2024). Cilj ovog rada je da se ispita stabilnost metabolita iz kontrolnih seruma
cuvanih u temperaturnom rezimu ambijentalne temperature i frizidera tokom Sest dana.

Materijal i metode

U ovom istrazivanju koris¢eno je 30 uzoraka kontrolnog seruma, koji je prethodno pripremljen za
potrebe ogleda. Ovi uzorci su dobijeni mesanjem kontrolnih seruma sa najviSim i najniZzim vrednostima
u razli¢itim procentualnim odnosima. Na taj nacin formirani su uzorci razli¢itih koncentracija, koji sa
aspekta matriksa i koncentracije koja je dobijena verno oponaSaju najéeSée vrednosti u realnim
klini¢kim uzorcima.

MetaboliCki parametri su odredivani u svakoj nedelji uzorkovanja krvi. Koris¢ene su fotometrijske
reakcije i fotometar proizvodaCa Rayto (Chemray120). Fotometriranje je vr§eno na talasnoj duzini i u
vremenskom intervalu prema specifikaciji proizvodaCa. Pre upotrebe svakog novog kita formirana je
kalibraciona kriva, prema specifikaciji proizvodaca. KoridCeni su standardni kitovi porizvodaca
Biosystem (Spanija), Randox (UK) i/ili Pointe scientific (SAD). Za procenu energetskog statusa krava
vrSeno je ispitivanje koncentracije NEFA, BHB i glukoze. Metabolizam proteina procenjen je kroz
koncentraciju ukupnih proteina, albumina, uree i amonijaka. Hepati¢ni profil podrazumeva odredivanje
holesterol, trigliceridi, ukupni bilirubin i AST. Profil jona je ispitan merenjem koncentracije Ca i P.

Uzorci su ostavljani na sobnoj temperaturi (+20°C) i na temperaturi frizidera (+4°C) i testirani su
jednom dnevno tokom 6 dana Cuvanja uzorka. Gomez-Rioja i saradnici (2023) u svom protokolu
precizno su definisali tehni¢ke procedure za merenje stabilnosti. Gubitak stabilnosti se procenjuje
poredenjem mernih vrednosti dva uzorka dobijena od istog pacijenta i analizirana u razli€itim
vremenskim tatkama - bazalno vreme/uzorak i vreme ispitivanja/uzorak. Razlike su izrazene
procentualnom devijacijom (PD%). MPI je izradunat MPI = 0,5 x (CVa+CVi). PD% <MPI za sve
ispitanike ukazuje na to da nije doslo do znacajnog gubitka stabilnosti unutar prou¢enog vremena
skladistenja. AnalitiCka varijacija, bioloska varijacija i RCV odredeni su prema podacima Kovacevi¢ i
saradnika (2021), koji potiCu iz iste laboratorije kao i nasi rezultati. StatistiCki softver SPSS (SAD) je
koris¢en za obradu i analizu rezultata.

Rezultati

Analiza stabilnosti uzoraka i odstupanje vrednosti tokom Sest dana ispitivanja prikazani su u Tabeli 1.
Parametri proteina su pokazali sledeé¢e osobine stabilnosti. ALB je bio stabilan 6 dana na 4°C,
odnosno 3 dana na 20°C. TPROT su hili stabilni u uzorku u ispitivanom periodu na oba temperaturna
rezima. UREA je bila stabilna 5 dana na 4°C, odnosno 2 dana na 20°C. Vrednost uree je sa
vremenom rasla. Moze se reéi da su ovo prilicno stabilni parametri u navedena dva temperaturna
rezima. Parametri energetskog bilansa su takvi da su glukoza i NEFA vrlo malo stabilni u uzorcima, pa
se analiza mora zavrsiti u roku od dva do tri dana, dok je vrednost BHB bila mnogo stabilnija u oba
temperaturna rezima. Stabilnost GLU i NEFA postojala je tokom jednog dana na 20°C i tokom dva
dana na 4°C. Dok je vrednost glukoze opadala, vrednost NEFA je rasla. BHB je pokazala stabilnost
tokom svih dana na 4°C i tokom 4 dana na 20°C, a postojao je blagi trend porasta tokom vremena.
Kada se radi o profilu hepatocita, stabilnost parametara je bila razli¢ita. Vrednost svih parametara je
opadala tokom vremena. CHOL je bio stabilan 6 dana na 4°C, a u uslovima €uvanja na 20°C bio je
stabilan 3 dana. TGC je bio stabilan 6 dana na 4°C, a u uslovima ¢uvanja na 20°C bio je stabilan 4
dana. TBIL je bio stabilan u svim vremenima ispitivanja i oba temperaturna rezima tokom 5 dana. AST
je bio stabilan 4 dana na 4°C, ali svega 2 dana na 20°C. Ca je bio stabilan 6 dana na 4°C kao i na
20°C. Stabilnost P bila je nepromenjena tokom 5 dana na oba temperaturna rezima.
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Tabela 1.

Odstupanje vrednosti parametara tokom 6 dana ispitivanja u dva razli¢ita temperaturna rezima i
trenutak kada je odstupanje vece od dozvoljene vrednosti (DA znaci povec¢anu nestabilnosti - odbaciti
rezultat).

Table 1.

Deviation of parameter values over 6 days of testing under two different temperature conditions and
the moment when the deviation exceeds the allowable value (DA indicates increased instability -
discard the result).

Parametar 1 dan 2 dan 3 dan 4 dan 5 dan 6 dan
+20°C PD% 100 100 98,1 90,5 87,1 84,5
ALB (g/L) PD%>MPI NE NE NE DA DA DA
+4°C PD% 100 100 100 99,1 98,1 98,3
PD%>MPI NE NE NE NE NE NE
TPROT +20°C PD% 100 100 100 100 99,5 98,6
(/) PD%>MPI NE NE NE NE NE NE
+4°C PD% 100 99 100 101,1 98,9 99,1
PD%>MPI NE NE NE NE NE NE
+20°C PD% 100 102,6 105,5 107,4 114,5 119,3
UREA PD%>MPI NE NE DA DA DA DA
(mmol/L) +4°C PD% 100 98 98,2 97,4 90,0 88,5
PD%>MPI NE NE NE NE DA DA
+20°C PD% 100 95,5 84,2 80,3 78,1 72,6
GLU PD%>MPI NE DA DA DA DA DA
(mmol/L) +4°C PD% 100 98,6 91,6 88,6 84,3 82,6
PD%>MPI NE NE DA DA DA DA
+20°C PD% 100 109,5 119,9 123,3 129,1 132,5
NEFA PD%>MPI NE DA DA DA DA DA
(mmol/L) +4°C PD% 100 102,2 109,1 111,4 115,2 115,1
PD%>MPI NE NE DA DA DA DA
+20°C PD% 100 102,2 104,5 104,1 109,9 108,7
BHB PD%>MPI NE NE NE NE DA DA
(mmol/L) +4°C PD% 100 101,2 102,2 101,3 103,2 104,6
PD%>MPI NE NE NE NE NE NE
+20°C PD% 100 100 97,5 92,2 90,1 88,3
CHOL PD%>MPI NE NE NE DA DA DA
(mmol/L) +4°C PD% 100 99,5 99,3 98,5 99,1 97,9
PD%>MPI NE NE NE NE NE NE
+20°C PD% 100 101,4 99,5 99,1 79,9 80,1
TGC PD%>MPI NE NE NE NE DA DA
(mmol/L) +4°C PD% 100 100 99,5 98,9 99,3 98,1
PD%>MPI NE NE NE NE NE NE
+20°C PD% 100 99 98 96,9 95,8 89,6
TBIL PD%>MPI NE NE NE NE NE DA
(umol/L) +4°C PD% 100 98,2 99,5 99,3 98,6 90,2
PD%>MPI NE NE NE NE NE DA
+20°C PD% 100 96,5 90,1 88,6 84,5 82,3
AST PD%>MPI NE NE DA DA DA DA
(1U/L) +4°C PD% 100 98,1 98,1 97,6 90,2 89,4
PD%>MPI NE NE NE NE DA DA
+20°C PD% 100 99,7 100,6 100 99,5 100,2
Ca PD%>MPI NE NE NE NE NE NE
(mmol/L) +4°C PD% 100 100 100 1000,5 99,5 99,5
PD%>MPI NE NE NE NE NE NE
+20°C PD% 100 100,5 101,3 100,3 101,2 105,9
P PD%>MPI NE NE NE NE NE DA
(mmol/L) +4°C PD% 100 100 100 101,1 101,2 104,7
PD%>MPI NE NE NE NE NE DA
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Diskusija

Varijabilnost dobijenih rezultata i njihova dijagnostiCka vrednost u velikoj meri su u skladu sa
kategorizacijom koju opisuje Van Saun (2000). Klini¢ki laboratorijski uzorci uzeti od krava posluzili su
kao osnova za ispitivanje, ali ostaje potreba da se identi¢ni, standardizovani uzorci analiziraju pod
razliitim uslovima sredine radi preciznije procene. Vrednosti metabolita, njihova dinamika i obim
promena uglavhom se poklapaju sa prethodnim radovima koji su proucavali stabilnost uzoraka u
razlicitim populacijama ljudi i Zivotinja (Jones 1985a, b; Donelly et al., 1995; Tanner et al., 2008;
Ehsani et al., 2008; Moe et al., 2018). Koncentracija NEFA je bila o€uvana pri 4 °C u toku brzog
transporta u laboratoriju, ali se stabilnost zna¢ajno smanjivala ve¢ nakon 12-24 h kod produzenog
transporta i u prisustvu preanalitickih faktora. Pri -20 °C, NEFA je ostao stabilan tokom celog perioda
ispitivanja. Stokol i Njadam (2005) su utvrdili da NEFA ostaje stabilan 72 h na 4 °C u odvojenoj plazmi
ili serumu, a da je na -20 °C stabilnost joS izraZzenija, $to je u saglasnosti sa nasim rezultatima. BHB je
u svim uslovima i vremenskim ta¢kama zadrzao stabilnost, $to potvrduju i raniji autori. Kod ovaca i
ljudi NEFA pokazuje porast koncentracije tokom vremena na +4 °C (Menéndez et al., 2001; Morris et
al., 2002). Kalcijum (Ca) je ostao stabilan bez obzira na preanalitiCke faktore, nacin ¢uvanja i vreme
uzorkovanja, Sto je potvrdio i Bach i saradnici (2021). Ipak, degradacija uzoraka tokom vremena
dovodi do opadanja pojedinih analita. Klini¢ki zna€aj odredenog procenta uzoraka utvrden je za AST,
NEFA, BHB, TBIL i Ca, pri €emu je u prethodnom testu stabilnosti ve¢ bio istaknut znacaj TBIL (Flores
i sar., 2020).

Kughapriya i Elanchezhian (2019) uporedili su uzorke ¢uvane na sobnoj temperaturi 2 i 4 h i uocili
znacCajne promene glukoze, uree, kreatinina, albumina, ukupnog bilirubina i ukupnih proteina, dok
holesterol i trigliceridi nisu znacajno varirali. U nasem ogledu pokazan je pad glukoze ve¢ posle
jednog dana na +20 °C, odnosno dva dana na +4 °C, 8to se slaze sa rezultatima Kughapriya i
Elanchezhian (2019). Urea je rasla tokom skladistenja, posebno na sobnoj temperaturi, takode u
skladu sa njihovim zapazanjima. Albumin je kod nas bio stabilan 6 dana na +4 °C i 3 dana na +20 °C,
Sto se razlikuje od njihovih podataka o promenama ve¢ posle 4 h. Ukupni proteini ostali su stabilni u
nasem ogledu, dok su pomenuti autori nasli blage promene; sli¢no, za bilirubin nasi nalazi ne beleze
znacajne promene, dok oni izvestavaju o padu posle 4 h. Holesterol i trigliceridi u oba rada pokazuju
stabilnost.

Mujamdar i Guha Thakurta (2019) su ispitivali tri temperature (18-22 °C, 4-8 °C i 37 °C) i zakljugili
da su urea, kreatinin i natrijum stabilni 24 h, dok glukoza u plazmi i kalijum pokazuju znacajne
varijacije ve¢ posle 12 h, narocito na visim temperaturama. Nase merenja potvrduju trend opadanja
glukoze, posebno posle 1 dana na +20 °C i 2 dana ha +4 °C. Urea je bila stabilna 5 dana na +4 °Ci 2
dana na sobnoj temperaturi, uz porast koncentracije, sto je delimi€¢no u skladu sa njihovim zaklju¢kom
0 24-Casovnoj stabilnosti.

Van Balveren i sararadnici (2016) istiCu da glukoza i bikarbonati u litjum-heparin uzorcima
premasuju dozvoljene greske bez obzira na temperaturu, pri Eemu je glukoza stabilna do 4 h na +4
°C, dok natrijum-fluorid kao antikoagulans produzava stabilnost, ali ve¢ za 6 h na +20 °C vrednosti
izlaze iz granica. Natrijum, kalijum, kalcijum i LD prelaze limite ve¢ pri uvanju na +4 °C i +8 °C. | mi
smo registrovali pad glukoze pri uvanju na viSim temperaturama, $to potvrduje njihove nalaze. Kod
nas su kalcijum i fosfor ostali stabilni, dok su oni za fosfor nasli prekoraCenje posle 8 h na viSim
temperaturama.

Prema Pandey i saradnicima (2023), fosfor varira pri 2-8 °C i 37 °C zbog hidrolize fosfatnih estara,
kreatinin je stabilan na nizim temperaturama, ali ne i na 37 °C, dok urea gubi stabilnost na +37 °C;
nestabilnost je uoCena i za mokracénu kiselinu, ukupne proteine i AP, a AST je izrazito nestabilan. Nasi
podaci pokazuju stabilan fosfor tokom 5 dana na obe temperature i AST stabilan 4 dana na +4 °C i 2
dana na +20 °C, $to se delimi¢no razlikuje od rezultata koje su nasli Pandey i saradnici (2023). | u
nasem i u navedenom istrazivanju urea pri viSim temperaturama gubi stabilnost.

Rendle et al., (2009) kod konja su zabelezili konstantan pad glukoze i porast LDH i magnezijuma,
dok su AST i urea rasli tokom 72 h, a bilirubin opadao prva 24 h. Mi smo takode nasli pad glukoze i
postepen porast uree. Sa druge strane postojale su i odredene razlike u naSem ogledu pa je tako AST
ostao stabilan 4 dana na +4 °C i 2 dana na +20 °C, $to delimi¢no odudara.

Roy i saradnici (2017) su na 2-8 °C za 24 h nasli zna€ajne promene glukoze, uree, kreatinina,
LDH, ALT i AST, dok su hloridi, kalcijum, kalijum, natrijum, bilirubin, albumin, ukupni proteini, GGT i
ALP bili stabilni. Na$i rezultati potvrduju pad glukoze i stabilnost albumina, ukupnih proteina i
kalcijuma, ali se razlikuju po stabilnosti AST i uree.

Marjani (2008) je pokazao da vreme i temperatura ne utiCu na ureu, mokraénu kiselinu, kalcijum,
ukupni protein, albumin, trigliceride i holesterol, dok glukoza opada posle 48 hna 4 °C i 24 h na 23 °C,
a kreatinin i fosfor rastu. Mi smo zabelezili sliCan pad glukoze i stabilnost vecine parametara, ali bez
porasta fosfora.
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Agina i saradnici (2007) utvrdili su da su natrijum i glukoza stabilni 72 h na 4 °C. U rezultatima
ovog ogleda utvrdena je bolja stabilnost glukoze na 4 °C nego na 20 °C, ali samo do 2 dana, $to je
delimi¢no saglasno sa Agina i saradnicima (2007). Kada se radi o kalcijumu rezultati ovog ogleda gde
je utvrdena stabilnost tokom 6 dana se razlikuju od rezultata Agina i saradnika (2007) gde je stabilnost
nadena samo u prvom danu ispitivanja.

Pahwa et al. (2021), nadli su da su mokraéna kiselina, urea, trigliceridi i HDL stabilni 7 dana, ALP
15, a AST ¢&ak 30 dana na 0 i 4 °C; veéina analita osim kalcijuma varirala je posle 3 dana na sobnoj
temperaturi, a glukoza, fosfor i kreatinin treba odrediti u roku od 24-48 h. Rezultati dobijeni u ovom
ogledu o nestabilnosti glukoze i stabilnosti uree i kalcijuma u velikoj meri se poklapaju sa Pahwa et al.
(2021), iako je za AST nadena kraca stabilnost.

Eshar et al. (2018), kod kornjaca su primetili porast AST, mokracne kiseline, ukupnih proteina i
kalijuma na 4 °C i -20 °C nakon 48 h, pri Eemu su promene uglavhom bile u dozvoljenim granicama,
osim za kalcijum i kalijum na -20 °C. Za AST je utvrdena stabilnost tokom 4 dana na 4 °C i 2 dana na
20 °C, sto delimi¢no odudara od nalaza Eshar et al. (2018), dok su ukupni proteini stabilni u oba
istrazivanja. Kalcijum je u ovom ogledu stabilan na svim ispitivanim temperaturama.

Moe et al. (2018), su utvrdili da vreme skladistenja snizava kalcijum, kreatinin i glukozu, a
povecava albumin, GLDH, magnezijum, fosfor i ukupne proteine; temperatura uti¢e na vecinu ovih
parametara. Rezltati u ovom ogledu potvrduju pad glukoze, ali kalcijum i fosfor pokazuju stabilnost, sto
se ne slaZze sa Moe et al. (2018).

Zakljuc¢ak

Dobijeni rezultati ukazuju da kontrola temperature i duzina ¢uvanja predstavljaju klju¢ni faktor za
dobijanje validnih laboratorijskih rezultata, $to se odnosi i na pre€iS¢ene kontrolne serume. Pravilnim
rukovanjem i skladistenjem uzoraka dopirinosi se smanjenju greSaka i unapredenju laboratorijske i
dijagnosticke tacnosti.
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ABSTRACT

The aim of this study was to examine the effect of storage temperature on the values of biochemical
parameters. Bovine control serum was stored at 4 °C and 20 °C for six days. The stability of liver, kidney,
energy, and metabolic function parameters was monitored. Concentrations of ALB, TPROT, UREA, NEFA,
GLU, BHB, CHOL, TGC, TBIL, AST, Ca, and P were analyzed, with the maximum permissible instability
assessed for each. Parameters exhibited different degrees of stability depending on temperature. Storage at 4
°C significantly improved the stability of most analytes. ALB, TPROT, and UREA were more stable at the
lower temperature, whereas BHB, CHOL, and AST deviated after only 2-3 days at 20 °C. Changes in
metabolite values were much greater when samples were stored at +20 °C (ambient temperature) than at +4
°C (refrigerator temperature) for ALB, UREA, GLU, NEFA, CHOL, and TGC. On day six, metabolite values at
room temperature versus refrigerator temperature (relative to day one) were: ALB 84.5:98.3%; TPROT
98.6:99.1%; UREA 119.3:88.5%; GLU 72.6:82.6%; NEFA 132.5:115.1%; BHB 108.7:104.6%; CHOL
88.3:97.9%; TGC 80.1:98.1%; TBIL 89.6:90.2%; AST 82.3:89.4%; Ca 100.2:99.5%; P 105.9:104.7%. This
study confirmed the significant impact of temperature on biochemical analytes during sample storage,
highlighting the need to control the ambient temperature where samples are kept.
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