Ispitivanje interferencije askorbinske kiseline i
glukoze pri odredivanju analita u mokradi

Maskovié, Sara

Master's thesis / Diplomski rad
2023

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: University of
Zagreb, Faculty of Pharmacy and Biochemistry / SveuciliSte u Zagrebu, Farmaceutsko-
biokemijski fakultet

Permanent link / Trajna poveznica: https://urn.nsk.hr/um:nbn:hr:163:526560

Rights / Prava: In copyright /Zasti¢eno autorskim pravom.

Download date / Datum preuzimanja: 2024-05-19

Repository / Repozitorij:

Repository of Faculty of Pharmacy and
Biochemistry University of Zagreb

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORLIL

zir.nsk.hr


https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:163:526560
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
https://repozitorij.pharma.unizg.hr
https://repozitorij.pharma.unizg.hr
https://zir.nsk.hr/islandora/object/pharma:2811
https://repozitorij.unizg.hr/islandora/object/pharma:2811
https://dabar.srce.hr/islandora/object/pharma:2811

Sara Maskovi¢

Ispitivanje interferencije askorbinske kiseline i
glukoze pri odredivanju analita u mokraci

DIPLOMSKI RAD

Predan Sveucilistu u Zagrebu Farmaceutsko-biokemijskom fakultetu

Zagreb, 2023.



Ovaj diplomski rad prijavljen je na kolegiju Klinicka biokemija organa i organskih sustava 2
Sveucilista u Zagrebu Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta i izraden na Klinickom zavodu za
kemiju Klinickog bolnickog centra Sestre milosrdnice, pod stru¢nim vodstvom doc. dr. sc. Nore
Nikolac Gabaj.

Zahvala

Najprije zelim zahvaliti svojoj mentorici doc. dr. sc. Nori Nikolac Gabaj na pomoci, svakom

savjetu i strucnom vodstvu pri izradi ovog diplomskog rada.

Posebnu zahvalu zelim dati Matiji na velikoj podrsci koju mi je pruzao tijekom citavog studija.
Zahvaljujem svojoj obitelji i prijateljima na svakom trenutku koji su bili uz mene, a posebno
baki koja se pred svaki ispit stresirala vise nego ja. Zahvaljujem i svojim kolegama s faksa na
svakoj pomoci, podijeljenoj skripti i zajednickom ucenju, a hvala i mojoj ekipi iz sportske koji

su zacinili ovu petu i ucinili ju malo zabavnijom.



Sadrzaj

L UVOD ettt bbb et h bbb e ettt n bt nh b ee 1
L1 MOKIACA. ..ttt e e a e 1
111 SastaV MOKIACE.....ccuiviiiiiiiiiiiiice e e s 3
1.1.2 MOKTaca Kao UZOTAK .....c..oveiriiiiiiiiniiicici e 3

1.2 Pretrage U MOKIACI....coiieeiieitieiesieetete sttt st ne s 3
1.3  Klinicki znacaj biokemijskih pretraga u MOKIaCi......ccccvveeeriireerieniniereneeese e 5
1.4  Predanaliticki ¢imbenici odredivanja pretraga u mokraci ........cccceevverveersiinieeneeneeneeeeeeen 10
1.5  Interferencije U MOKIACT ...c.eevuierieriieieeieeieet ettt ettt sttt e b e st e saneeneees 12
151 Interferencija askorbinske KiSEINE .........coeveririeriieiic e 14
152 INterferenCija GQIUKOZE .........oovoieieeeeee e 16

2 OBRAZLOZENIE TEME......coitiiiiimieieeimeesesesesssessssssessesssssssssssssssssssssessssssssesssssssssssessssssns 18
3 MATERIALI T METODE......cooiieiieeeeee ettt 20
3.1 Priprema poola MOKIACE. .....ccceiiiiiiiiiieieectie ettt st st 20
3.2 Priprema uzoraka S INterferenCIjama........ccoueieirereriirierieeeee ettt 20
3.3 MELOUE MJEIENMJA...ctitiiiteieiieii ettt sttt ettt b e st b et e e et eneenesaeebeneen 22
3.4 StatistiCka obrada podataka ...........ceccerereerinieiinie e 24

4 REZULTATI FTRASPRAVA ..ottt 26
A1 REZUIALI ..ot 26
4.11 Rezultati ispitivanja interferencije askorbinske kiseling .......cc.cccoevveeriiiiniiiniieciiiennne. 26
4.1.2 Utjecaj interferencije askorbinske kiseline na pretrage u mokradi.......cccccccevveerueennnen. 28
4.1.3 Rezultati ispitivanja interferencije glukoze ........cccocueiiecciee e, 33
414 Utjecaj interferencije glukoze na pretrage u mokracCi........ccovveeerireeninenscneneenenneenns 35

4.2 L K0 £\ SRR 40
421 AsSKOrbinska KiSeliNg ...........cceiviiiiiiiiiiiiiiii 40
422 GIUKOZA ...t 41

5 ZAKLIUCAK ..ot 42
6 POPIS KRATICA, OZNAKA I SIMBOLA ...ttt e 43
T LITERATURA .ot s 44
8 SAZETAK .o esis st 46
SUMMARY e bbbttt a et 47
9 TEMELIJNA DOKUMENTACHSKA KARTICA ...oooiiiiieeeet s

BASIC DOCUMENTATION CARD ....oooiiiteeeeterteese ettt s



1 UVOD

1.1 Mokraca

Mokraca je tekuc¢ina kojom se iz organizma izluCuju voda, organske i anorganske
endogene i egzogene tvari (Nikolac Gabaj i sur., 2019). Stvaranje mokrace primarna je funkcija

izlu¢ivanja bubrega (Brunzel, 2018).

Bubreg je glavni organ mokra¢nog sustava (Nikolac Gabaj i sur., 2019). To je parni
organ, graholikog oblika, koji se nalazi na straznjoj strani trbuSnog zida u podrucju
retroperitoneuma (Brunzel, 2018). Jedna od najvaznijih funkcija bubrega u ljudskom je
organizmu reapsorpcija hranjivih tvari te izlucivanje otpadnih i $tetnih tvari mokra¢om, Sto ¢ini

filtriranjem sadrzaja iz krvi (Nikolac Gabaj i sur., 2019).

Bubrezi su gradeni od mnostva stanica koje se nazivaju nefroni (Guyton, 1995). Nefron
se sastoji od pet razlic¢itih dijelova, od kojih svaki ima vaznu ulogu u formiranju i kona¢nom
sastavu mokrace (Brunzel, 2018). Graden je od glomerula na koji se nastavlja proksimalni
tubul, silazni i uzlazni krak Henleove petlje, distalni tubul i kortikalni sabirni tubul (Nikolac
Gabaj i sur., 2019). Stvaranje mokraée sastoji se od nekoliko povezanih procesa, a u tim
procesima bubrezi imaju vaznu ulogu u uklanjanju metabolickih otpadnih produkata, regulaciji

vode i elektrolita i odrzavanju acidobazi¢ne ravnoteze tijela (Brunzel, 2018).
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Osnovni mehanizam kojim nefron uklanja nepozeljne tvari iz krvne plazme sastoji se
od tri koraka. Najprije se kroz glomerularnu kapilarnu membranu velik dio plazme koja protjece
glomerulom filtrira u tubularni sustav nefrona. Zatim, dok filtrat protje¢e kroz kanalice, tvari
koje su organizmu potrebne, poput vode i vecine elektrolita, reapsorbiraju se u plazmu
peritubularnih kapilara, odnosno vracaju se u krv. Nepozeljne se tvari ne apsorbiraju vec taj dio

filtrata izravno prelazi u mokrac¢u (Guyton, 1995).

Glomerul se sastoji od sloja kapilara okruzenog tankim slojem epitelnih stanica poznatih
kao Bowmanova kapsula (Brunzel, 2018). Nakon izlaska iz Bowmanove kapsule glomerularni
filtrat dolazi do proksimalnog tubula u kojem se u potpunosti reapsorbiraju glukoza i
aminokiseline, a zajedno s vodom reapsorbira se i vise od tre¢ine kalijevih, bikarbonatnih,
natrijevih i kloridnih iona te polovina ureje i uratnih iona. U proksimalnom tubulu takoder
dolazi do sekrecije amonijaka i pojedinih lijekova te malog dijela uratnih iona i kreatinina.
Nakon proksimalnog tubula, filtrat putuje silaznim pa uzlaznim krakom Henleove petlje.
Silazni je krak propustan za vodu S$to uzrokuje izlazak vode u medularni prostor i
ukoncentriravanje filtrata, a u uzlaznom kraku natrijevi i kloridni ioni izlaze iz tubula i filtrat
se opet razrjeduje. U distalnom se tubulu pod utjecajem aldosterona reapsorbiraju natrijevi i
kloridni ioni uz gotovo sve bikarbonatne ione, dok kalijevi i vodikovi ioni procesom sekrecije
ulaze u tubul. U kortikalnom sabirnom tubulu reapsorbiraju se natrijevi i kloridni ioni te ureja
(Nikolac Gabaj i sur., 2019).

U glomerularni filtrat prolazi ve¢ina komponenata iz krvi (osim krvnih stanica 1 ve¢ine
proteina) pa se tako glomerularni filtrat sastoji od vode, glukoze, aminokiselina i anorganskih
iona. Osim hranjivih tvari, u glomerularni filtrat prolaze i otpadni produkti kao §to su ureja i

kreatinin, a ovo je nacin izlucivanja i za neke lijekove i otrove (Nikolac Gabaj i sur., 2019).

Drugi nacin kojim nefron prociS¢uje plazmu od nepozeljnih tvari jest sekrecija.
Sekrecijom se tvari iz plazme izlucuju izravno kroz epitelne stanice tubula u tubularnu tekucinu.

Konac¢na se mokraca sastoji od filtriranih i male koli¢ine secerniranih tvari (Guyton, 1995).

Nakon S$to nastane u bubrezima, mokraca se mokracovodom (ureterom) odvodi u

mokrac¢ni mjehur, a izlucuje se kroz mokrac¢nu cijev ili uretru (Nikolac Gabaj i sur., 2019).



1.1.1 Sastav mokrace

Kod zdravih osoba, mokraca je sterilna, Zuto obojena tekucina blago kiselog pH (5 — 6).
Sastoji se od vode, otopljenih tvari, stani¢nih fragmenata i kompletnih stanica, cilindara i
kristala (Nikolac Gabaj i sur., 2019). Izlu¢ena mokrac¢a normalno se sastoji od 94% vode i 6%
otopljenih tvari. Glavne prisutne otopljene tvari su ureja, kloridi, natrij i kalij, a slijede fosfati,
sulfati, kreatinin i mokraéna kiselina. Ostale tvari koje se inicijalno nalaze u ultrafiltratu, poput
glukoze, bikarbonata i albumina potpuno se reapsorbiraju u tubulima. Posljedi¢no, mokraca
zdravih osoba ne sadrzi te otopljene tvari u znacajnim koli¢inama (Brunzel, 2018). Brojna
patofizioloska stanja, prisutnost egzogenih tvari iz hrane i lijekovi mijenjaju boju i sastav

mokrace (Nikolac Gabaj i sur., 2019).

Kod zdravih osoba dnevno nastaje 1 — 2 L mokra¢e (Nikolac Gabaj i sur., 2019).
Sposobnost bubrega da prilagodavaju izluc¢ivanje vode i otopljenih tvari Stanju u organizmu

¢ini ga glavnim organom za regulaciju tjelesnih tekucina i njihov sastav (Brunzel, 2018).

1.1.2 Mokraca kao uzorak

Mokraca je najéesce koristeni ekstravaskularni uzorak u laboratorijskoj medicini. lako u
odnosu na uzorke krvi, poput seruma ili plazme, ima brojne prednosti, kao §to su neinvazivno
uzorkovanje 1 laka dostupnost velike koli¢ine uzorka, brojni su nedostatci ovog tipa uzorka, od
velike bioloSke varijabilnosti u izluc¢ivanju pojedinih konstituenata mokra¢e do brojnih
predanalitickih ¢imbenika koji mogu utjecati na rezultate analize. Unato¢ tome, za pojedina
dijagnosticka stanja, odredivanje koncentracije analita u mokra¢i neizostavan je laboratorijski
postupak. Koristi se zbog niza razli¢itih razloga, a neki od njih su pomo¢ u postavljanju
dijagnoze razli¢itih bolesti, kao populacijski probir za razli¢ite asimptomatske, kongenitalne ili
heredirarne bolesti, u prac¢enju tijeka mnogih bolesti ili u pracenju uspjesnosti terapije (CLSI,

2009).

1.2 Pretrage u mokraci

Broj analita koji se mogu odredivati u mokraci vrlo je velik i raznolik. Pretrage u mokraci
mogu se u grubo podijeliti na kvalitativne i kvantitativne (Nikolac Gabaj i sur., 2019).

Kvalitativna analiza mokrace osnovna je pretraga u dijagnostici bubreznih bolesti, a sastoji se



od fizikalnog pregleda mokrace, kemijske analize test trakom i1 mikroskopske analize

mokra¢nog sedimenta. Kvantitativnom analizom mokraée odreduje se koli¢ina tvari koja se

izlu¢i bubrezima tijekom jednog dana (Cvoriéec i Cepelak, 2009).

Radi preglednosti, najces¢e odredivani analiti u mokraéi prikazani su tablicama 1 i 2

(Nikolac Gabaj i sur., 2019).

Tablica 1 Kvalitativne pretrage u mokraci

SKUPINA TESTOVA

PRETRAGE

Kemijski pregled mokrace test trakom

Albumin, bilirubin, eritrociti’/hemoglobin, glukoza,
ketonska tijela, leukociti, nitriti, pH, proteini, relativna
volumna masa, urobilinogen

Lijekovi

Direktni oralni antigoagulacijski lijekovi

Sredstva ovisnosti

Alkohol, amfetamini, benzodiazepini, barbiturati,
metamfetamin, opijati, kanabinoidi, kokain, heroin,
ecstasy, metadon, fenciklidin

Hormoni

Luteiniziraju¢i hormon, Humani korionski gonadotropin
(BhCG)

Tablica 2 Kvantitativne pretrage u mokraci

SKUPINA TESTOVA

PRETRAGE

Alkoholi

Etanol, metanol, izopropanol, etilen-glikol

Aminokiseline

Alanin, asparagin, arginin, citrulin, cistin, glicin,
glutaminska kiselina, histidin, homocistein, leucin, lizin,
metionin, ornitin, sarkozin, serin, taurin, tirozin,
triptofan, valin i dr.

Elektroliti

Anorganski fosfati, kalcij, kalij, kloridi, magnezij, natrij,
osmolalnost

Elementi u tragovima

Bakar, cink, fluor, jod, kobalt, krom, mangan, molibden,
nikal, selen, srebro

Enzimi

Amilaza, N-acetil-B-Dglukozaminidaza

Hormoni

Aldosteron, slobodni kolesterol

Organske kiseline

4-OH-fenilmlije¢na, 4-OH-fenilpropinonska, hidroksi-
malonska, 2-OH-izovaleri¢na, palmitinska, orotska,
mandeli¢na, mevalonska, i dr.

Metaboliti

Citrat, cistin, glukoza, kreatinin, mokracna kiselina,
oksalat, ureja

Proteini

al-mikroglobulin, albumin, 32-mikroglobulin, cistatin C,
C-peptid, elektoforeza proteina mokrace, KIM-1, Bence
Jonesov protein, mioglobin, NGAL, retinol-vezujuéi
protein, ukupni proteini




Sredstva ovisnosti Amfetamin, metamfetamin, benzodiazepini, barbiturati,
LSD, fenciklidin, ketamin, kanabinoidi, kokain i
metaboliti, opioidi

Toksi¢ni metali Aluminij, antimon, arsen, kadmij, olovo, platina, talij,
Ziva
Vitamini B2, B5, B7, C i metaboliti

1.3 Klinicki znacaj biokemijskih pretraga u mokraci

Analiza mokraée jednostavan je i brz postupak u klinickom laboratoriju (CLSI, 2009).
Buduéi da je mokraca ultrafiltrat plazme, analiza mokrace moze se koristiti za procjenu i
pracenje tjelesne homeostaze i mnogih metabolickih procesa bolesti (Brunzel, 2018). Koristi se
kao pomo¢ u postavljanju dijagnoze razlicitih bolesti bubrega, mokraé¢nog trakta i jetre te
metabolickih poremecaja poput Seéerne bolesti. Takoder je vazna u pracenju uspjesSnosti

razli¢itih vrsta kroni¢ne terapije i probira kod asimptomatskih stanja (CLSI, 2009).

U ovom ¢e se poglavlju prikazati detaljniji osvrt na analite koji su odredivani u
eksperimentalnom dijelu rada. To su ukupni proteini, albumin, amilaza, natrij, kalij, kloridi,

kalcij, anorganski fosfati, magnezij, kreatinin, ureja i mokraéna kiselina.

Proteini su makroelementi sastavljeni od velikog broja aminokiselina povezanih
peptidnim vezama. Vrlo su razli€iti i specifi¢ni za pojedina tkiva i organe. U organizam se
unose hranom gdje ih razgraduje nekoliko proteoliti¢kih enzima. U krvnoj plazmi proteini
imaju razne funkcije: antitijela su odgovorna za zastitu od infekcija, albumin regulira koloidno-
osmotski tlak i raspodjelu vode, djeluju kao puferi i pomazu u odrzavanju acidobazi¢ne
ravnoteze, imaju transportnu funkciju, kao 1 brojne druge specificne funkcije. Koncentracija
proteina u Krvi ovisi 0 prehrani te je obi¢no malo veé¢a u muskaraca nego u zena. Zbog velike
koli¢ine razli¢itih proteina i njihovih razli¢itih funkcija u organizmu, promjenu koncentracije
proteina u organizmu treba pratiti imajuci na umu radi li se o promjeni apsolutnih koncentracija
ili samo o relativnim promjenama medusobnih odnosa razli¢itih proteinskih frakcija. Mokraca
zdrave osobe sadrzava samo tragove proteina ¢ija je molekulska masa dovoljno mala da mogu
prolaziti glomerularni filtrat (< 70 kDa). Pozitivan nalaz proteina u mokra¢i naziva se
proteinurijom. Proteinurija je najc¢esce posljedica povecane propusnosti glomerula, a o stupnju
oste¢enja ovisi koji ¢e proteini prelaziti u mokraéu (Cvoriséec i Cepelak, 2009). Stoga se ukupni
proteini odreduju u mokrac¢i prilikom postavljanja dijagnoze i pracenja kronicne bubrezne
bolesti, ali i Secerne bolesti te IgA nefropatije (Nikolac Gabaj i sur., 2019). Povisena
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koncentracija proteina u mokra¢i ne mora uvijek biti posljedica patoloSkog zbivanja u
organizmu. Naporna tjelovjezba, dehidracija, prehrana, stres, trudnoéa i druga stanja mogu

uzrokovati privremeni porast razine proteina u mokraci (https://medlineplus.gov/).

Albumin je protein koji proizvodi jetra, a glavna mu je zada¢a odrzavanje koloidno-
osmotskog tlaka u organizmu. Takoder prenosi hormone, vitamine i enzime kroz tijelo
(https://medlineplus.gov/). Budu¢i da na albumin normalno otpada 50 — 60% ukupnih proteina,
promjene u koncentraciji albumina, obi¢no se preslikavaju na promjene u koncentraciji
proteina. Snizena koncentracija albumina u krvi klini¢ki je znacajnija od poviSene, buduci da
je hiperalbuminemija uzrokovana samo dehidracijom i posljedicnom hemokoncentracijom.
Kako albumin ima relativno malu molekularnu masu (66 kDa), gubi se primarno putem
bubrega. Zbog toga je hipoalbuminemija osobito izraZzena pri nefrotskom sindromu zbog jake
proteinurije (Cvoriséec i Cepelak, 2009). Odredivanje albumina metoda je probira oiteéenja
bubrega kod Secerne bolesti. Albumini se u mokraci takoder odreduju u postavljanju dijagnoze
I pracenju kroni¢ne bubrezne bolesti, Secerne bolesti i tubularne proteinurije (Nikolac Gabaj i
sur., 2019).

Amilaza je enzim iz skupine hidrolaza koji razgraduju skrob, odnosno glikogen. To je
enzim relativno male molekulske mase, zbog ¢ega lako prolazi u glomerularni filtrat i izlucuje
se u mokracu. Smatra se specifiénim enzimom za gusteracu, iako ima malu aktivnost i u drugim
organima (Cvoriséec i Cepelak, 2009). Glavna indikacija za odredivanje amilaze u mokraéi je
akutni pankreatitis (Nikolac Gabaj i sur., 2019). Aktivnost amilaze povecava se u akutnom
pankreatitisu, a vazno ju je odredivati i u serumu i u mokraci zbog toga $to postoje slucajevi
akutnog pankreatitisa u kojima je aktivnost amilaze u serumu unutar referentnog intervala, dok
je aktivnost u mokraci povisena (Cvoriséec i Cepelak, 2009). Amilaza u mokraéi takoder se
koristi za pracenje kroni¢nog pankreatitisa (https://medlineplus.gov/). Aktivnost amilaze u
mokraci odreduje se 1 kod drugih patoloskih stanja, poput zausnjaka, bolesti bilijarnog trakta,
perforacije ZzeluCanog Cira, crijevne opstrukcije, ali i kod ektopi¢nog stvaranja amilaze u
zlo¢udnim tumorima, Secerne bolesti i teskih opeklina. U svim ovim stanjima jace je povecanje
aktivnosti enzima u mokra¢i nego u serumu. Visoka aktivnost amilaze u serumu bez
odgovarajueg povecanja u mokrac¢i nalazi se samo u bubreznoj insuficijenciji ili kod
makroamilazemije jer se amilaza ne moze izluciti zbog oste¢enog bubrega, odnosno velikog
kompleksa enzima i imunoglobulina koji ne moZe pro¢i kroz glomerule (Cvoriéec i Cepelak,
2009).



Elektroliti imaju vaznu funkciju u odrzavanju ravnoteze i raspodjele vode, u odrzavanju
normalnog osmotskog tlaka, u odrzavanju acidobazine ravnoteze i u odrzavanju
neuromuskularne podrazljivosti. Glavni kationi u organizmu su natrijevi, kalijevi, kalcijevi i
magnezijevi kationi, a od aniona su to kloridi, bikarbonati, fosfati i sulfati (Cvoriséec i Cepelak,
2009).

Natrij je glavni kation izvanstanicne tekuc¢ine. U organizam se najvise unosi putem soli,
gotovo se sav apsorbira iz crijeva, a najve¢im se dijelom iz organizma izlu¢uje mokracom.
Reapsorpciju natrija pospjesuje aldosteron, hormon kore nadbubrezne Zlijezde. Izlucivanje
natrija ponajvise ovisi o njegovoj koncentraciji u krvi, a na njegovo izlu¢ivanje djeluju i sr¢ani
natrijureticki peptidi koji imaju ulogu u regulaciji homeostaze, retenciji vode i soli te
odrZavanju krvnog tlaka. Smanjenje koncentracije natrija u serumu, a posljedicno i smanjeno
izlu¢ivanje bubrezima, moZe biti uzrokovano razli¢itim gastrointestinalnim poremecajima
poput povraéanja, zelu¢anog ulkusa ili karcinoma zeluca, gastritisa, intestinalne opstrukcije i
bolesti zuci, jakom diurezom karakteristicnom za Secernu bolest, Adissonovom bolescu,
bolestima bubrega i drugim stanjima. Povec¢ana koncentracija natrija u serumu, a posljedi¢no i
povecano izlucivanje putem bubrega prati Cushingov sindrom, pretjerani gubitak tekucine te
nekontroliranu terapiju hipertoniénom otopinom natrijeva klorida (Cvoriséec i Cepelak, 2009).
Koncentracija natrija u uzorku 24-satne mokrace takoder pomaze u procjeni dnevnog unosa
natrija, razlikovanju predbubreznog od bubreznog zatajenja i postavljanju dijagnoze
metabolic¢ke alkaloze (Nikolac Gabaj i sur., 2019).

Kalij je glavni kation unutarstani¢ne tekucine. Apsorbira se u tankom crijevu, a gotovo
se sav viSak kalija iz organizma izlucuje putem bubrega. Kalij se izluCuje posredno,
djelovanjem na izlucivanje 1 reapsorpciju natrija, procese koji su pod djelovanjem aldosterona.
Zbog toga je organizam izlozen vecoj opasnosti od nekontroliranog gubitka kalija. Smanjena
koncentracija kalija u serumu moZe biti uzrokovana jakom diurezom, povracanjem ili
proljevom, dilucijom izvanstani¢ne tekucine, nedovoljnim unosom kalija putem hrane ili
naglim prelaskom kalija iz izvanstani¢ne tekuc¢ine u stanice. Posljedi¢no se u ovim stanjima
kalij poja¢ano gubi mokracom. Hipokalemija je takoder karakteristicna u poslijeoperacijskim
stanjima zbog gubitka krvi, dehidracije i gladovanja nakon operacije, te u dijabetickoj acidozi
zbog pojacane diureze 1 terapije inzulinom, a pojacano izlucivanje kalija mokracom
karakteristicno je i za Cushingovu bolest ili terapiju hormonima nadbubrezne Zlijezde.
Povecana koncentracija kalija u serumu pojavljuje se kada kalij prelazi iz stanica U

izvanstanicnu tekuc¢inu. Do toga moze do¢i pri manjku tekucine 1 kada se kalij daje terapijski u



veé¢im koli¢inama no §to se mogu izlu¢iti mokra¢om (Cvoriséec i Cepelak, 2009). Koncentracija
kalija u mokra¢i se dakle odreduje kod bubreznih bolesti, gastrointestinalnih poremecaja,
primarnog ili sekundarnog aldosteronizma, Cushingova sindroma, a takoder se moze odredivati

za procjenu dnevnog unosa natrija i kod terapije diureticima (Nikolac Gabaj i sur., 2019).

Kloridni je anion glavni anion izvanstani¢ne tekucine, a zajedno s natrijem odgovoran je
za odrzavanje ravnoteze tekuéine, osmotskog tlaka i acidobazi¢ne ravnoteze. Kloridi se,
jednako kao i natrij, u organizam najvec¢im dijelom unose putem soli, gotovo Se u potpunosti
apsorbiraju u tankom crijevu, a iz cirkulacije se uklanjaju bubrezima i znojenjem. Smanjena
koncentracija klorida u serumu pojavljuje se kod raznih gastrointestinalnih poremecaja
pracenih proljevima i povracanjem, a moze se pojaviti i kod razlicitih infektivnih bolesti poput
upale pluc¢a. Kod kroni¢nih bubreznih bolesti hipokloremija nastaje zbog poliurije, smanjene
reapsorpcije u tubulima 1 posljedicno pojaanog izlucivanja mokraCom. Povecanje
koncentracije klorida u serumu pojavljuje se u stanjima dehidracije, dekompenziranih sré¢anih
bolesti, smanjene filtracije u glomerulima i u respiracijskoj alkalozi. Dnevno izlu¢ivanje klorida
mokra¢om znacajno varira, a ovisi o prehrani te o zdravstvenom stanju pacijenta (Cvoriséec i
Cepelak, 2009).

Metabolizam kalcija i fosfata usko je povezan, a u najve¢em se postotku u organizmu

nalaze u obliku kalcijeva fosfata, mineralnog sastojka kostiju (Cvoriséec i Cepelak, 2009).

Kalcij je kation koji se nalazi pretezno u krvnoj tekucini, a fizioloski je aktivan samo
ionizirani kalcij. Ima brojne funkcije u organizmu, a koncentracija mu ovisi o pH krvi. Kalcij
se u serumu nalazi u obliku difuzibilnog i nedifuzibilnog kalcija, a na odnos njegovih frakcija,
odnosno kocentraciju ukupnog kalcija u serumu utjeCu brojni cimbenici, ukljucujuéi
paratireoidni hormon, kalcitonin, vitamin D, proteine plazme i koncentraciju fosfata u serumu
(Cvoriséec i Cepelak, 2009). Manje od polovine kalcija izlu¢uje se mokracom, a koncentracija
kalcija u 24-satnom uzorku mokrace uvelike ovisi o prehrani (Nikolac Gabaj i sur., 2019).
Hipokalcemija je karakteristicna za razliCita stanja. To su u prvom redu hipoparatireoidizam,
rahitis i osteomalacija te bubrezne bolesti pracene proteinurijom kod kojih se kalcij gubi
zajedno s proteinima. Hiperkalcemija se pojavljuje kod hiperparatireoidizma, hipervitaminoze
D, acidemije i nefritisa, zbog smanjene sposobnosti bubrega da eliminira kalcij (Cvoriséec i
Cepelak, 2009).

Fosfor se nalazi u krvi u obliku anorganskih i organskih fosfata. Fosfati se u organizam

Unose prehranom, apsorbiraju se u tankom crijevu, a oko 70% fosfata iz organizma se izlucuje



putem mokrace. Hiperfosfaturija je karakteristi¢na za hiperparatireoidizam, hipervitaminozu D,
a hipofosfaturija za hipoparatireoidizam, rahitis, osteomalaciju, manjak vitamina D, steatoreju,
celijakiju i kroni¢nu bubreznu insuficijenciju zbog retencije fosfata u organizmu (Cvoriscec i

Cepelak, 2009).

Kalcij i anorganski fosfati odreduju se u mokraéi kod dijagnostike hiperparatireoidizma,
i osteoporoze, a kalcij se dodatno odreduje kod niza razli¢itih stanja, poput nefrolitijaze,
bubrezne tubularne acidoze, hiperkalciurije i poremecaja u transporteru za kalcij (Nikolac

Gabaj i sur., 2019).

Magnezij je elektrolit, dvovalentni kation potreban misi¢ima, Zivcima i srcu za normalno
funkcioniranje. Magnezij takoder pomaze u kontroli krvnog tlaka i Secera u krvi. Vecina
magnezija u tijelu nalazi se u kostima i stanicama, a mala se koli¢ina magnezija nalazi u krvi
(https://medlineplus.gov/). Manje od polovine magnezija iz organizma se izlucuje putem
mokrace. Taj se udio povecava u slucajevima naglog povecanja koncentracije magnezija u krvi,
primjerice uzrokovanog parenteralnim davanjem magnezija. 1z toga je vidljivo da je bubreg
vazan organ za regulaciju magnezija u organizmu. Diuretici inhibiraju prijenos magnezija u
uzlaznom kraku Henleove petlje te pojac¢avaju njegovo izluc¢ivanje u mokra¢u. Budu¢i da
apsorpcija magnezija ovisi ponajvise o koli¢ini samog magnezija u crijevima, povecane su
koncentracije magnezija u serumu rijetke. Hipomagnezemija se pojavljuje kod dugotrajnog
posta, a ¢eS¢e nastaje zbog smanjene crijevne apsorpcije ili tubularne reapsorpcije. Ona prati
kroni¢ne proljeve, malapsorpcijski sindrom, dugotrajno uzimanje diuretika, akutnu bubreznu
bolest i aldosteronizam (Cvoris¢ec i Cepelak, 2009). Za magnezij je karakteristi¢no poja¢ano
izlu€ivanje kod hiperaldosteronizma i bolesti bubrega, a odreduje se i kod otkrivanja uzroka
hipokalcemije zato $to visoke koncentracije magnezija u mokraéi inhibiraju stvaranje kalcijevih

kamenaca (Nikolac Gabaj i sur., 2019).

Kreatinin je anhidrid kreatina, a njihov se metabolizam odvija u bubrezima, misi¢ima,
jetri 1 gusteraci. Njegova koncentracija u serumu ovisi ponajprije o glomerularnoj filtraciji $to
ga ¢ini dobrim pokazateljem bubrezne funkcije (Cvoriséec i Cepelak, 2009). U zdravom
organizmu bubrezi filtriraju kreatinin iz krvi i izlucuju ga iz organizma putem mokrace. Ako
postoji problem s radom bubrega, kreatinin se moze nakupljati u krvi i manje se oslobadati
mokracom (https://medlineplus.gov/). Smanjeno izlu¢ivanje kreatinina mokracom stoga je
karakteristi¢no za smanjenu funkciju bubrega i1 za smanjenje misi¢ne mase. U zdravih je osoba

kreatinin u mokraéi priliéno konstantan i ne ovisi o prehrani i diurezi (Cvoriséec i Cepelak,



2009). Upravo se zbog toga njegova koncentracija u uzorku 24-satne mokrace koristi kao test

provjere pravilnog uzorkovanja iste (Nikolac Gabaj i sur., 2019).

Ureja je glavni metaboli¢ki produkt dusikovih tvari u organizmu. Sintetizira se u jetri, a
viSe od 90% ureje izluCuje se iz tijela putem bubrega pa odredivanje koncentracije ureje u
mokraéi sluzi kao pokazatelj bubrezne funkcije (Cvoriséec i Cepelak, 2009). Odredivanje
koncentracije ureje u mokrac¢i takoder se koristi za procjenu koli¢ine dusika u organizmu.
Buduc¢i da koncentracija ureje uvelike ovisi o prehrani i unosu proteina, ona se ¢esto odreduje

kod bolesnika na parenteralnoj prehrani (Nikolac Gabaj i sur., 2019).

Mokraéna je kiselina kona¢ni metaboli¢ki produkt egzogenih i endogenih purina u
organizmu. Egzogeni se purini u organizam najviSe unose putem hrane, najve¢im dijelom
mesom. Endogeni purini sintetiziraju se u organizmu iz riboza-5-fosfata i ATP-a ili nastaju kao
produkt hidrolize nukleozida. Suvisni purini metaboliziraju se u mokra¢nu kiselinu koja se iz
organizma najve¢im dijelom izlucuje putem mokrace. Izlu€ivanje mokraéne kiseline smanjuje
se u akutnim i kroni¢nim bubreznim bolestima zbog bubrezne insuficijencije, pri terapiji
tiazidnim diureticima i ponekad u hiperuricemiji i acidozi. Povec¢ana koncentracija mokra¢ne
kiseline u mokraéi ¢imbenik je rizika za nastanak kamenaca (Cvoriséec i Cepelak, 2009).
Mokracéna se kiselina odreduje i1 za pracenje terapije urikozuri¢nim lijekovima, dijagnostiku
gihta te nefrolitijaze povezane s nastajanjem kamenaca mokracne kiseline ili kalcija (Nikolac

Gabaj i sur., 2019).

Navedene pretrage mogu se odredivati u jednokratnom ili 24-satnom uzorku mokrace,
izuzev amilaze koja se odreduje samo u jednokratnom uzorku mokrace (Nikolac Gabaj i sur.,
2019).

1.4 Predanalitic¢ki ¢imbenici odredivanja pretraga u mokraci

Procijenjeno je da rezultati laboratorijskih ispitivanja utjecu na oko 70% medicinskih
odluka i to jasno objasnjava zaSto laboratorijske pogreske imaju velik doprinos ukupnoj
ucestalosti pogreSaka u zdravstvenom sustavu. Unato¢ naprednoj automatizaciji u
dijagnostickim laboratorijima, jo§ uvijek su prisutne znaCajne stope pogreske. Proces
laboratorijskog ispitivanja moze se podijeliti u tri faze: predanaliticku, analiticku i

analize te se u njoj dogodi dvije tre¢ine svih laboratorijskih pogreSaka. Razumijevanje
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predanalitickih varijacija i smanjenje pogreSaka u toj fazi procesa testiranja stoga su vazni za
bolju sigurnost i kvalitetu laboratorijske usluge koja se pruza pacijentima (Hemamalini R.,
2020).

Brojni fizioloski ¢imbenici mogu utjecati na kvalitetu uzorka mokrace, a ovisno o analizi
koja se provodi, prije uzorkovanja moze biti potrebna odgovarajuca priprema pacijenta
(Brunzel, 2018). Cimbenici koji utje¢u na sastav mokraée su diureza, prehrana, polozaj tijela,
vrijeme zadrzavanja mokra¢e u mokra¢nom mjehuru, kontaminacija, priprema pacijenata,

uzorkovanje, spremnici za uzorke mokrace i konzervansi (Nikolac Gabaj i sur., 2019).

Promjenom unosa tekuéine mijenja se diureza, a s njom i koncentracija velikog broja
analita u mokrac¢i. Ako se radi o odredivanju analita koji su u mokra¢i prisutni u malim
koncentracijama, optimalna je slabija diureza, kako bi se dobio visokokoncentrirani uzorak
mokrace. Prekomjerno uzimanje teku¢ine dovodi do razrjedenja uzorka i raspada stani¢nih
elemenata, $to rezultira laZzno snizenim koncentracijama analita. Gladovanje smanjuje
koncentraciju sastavnica mokrace koji se unose prehranom (fosfati, kalcij, magnezij, vitamini
topljivi u vodi), a povecava koncentraciju onih koje su produkti katabolizma (ketonskih tijela i
amonijaka). Pacijent mora biti nataste prije uzorkovanja mokrace, jer se na ovaj nac¢in smanjuje
prekomjerna diureza, a samim time i njezin utjecaj na rezultate laboratorijskih pretraga. Polozaj
tijela takoder znatno utjeCe na sastav mokrace. Ortostatska proteinurija benigno je stanje
karakterizirano pozitivnim nalazom proteina u mokraéi u uspravnom polozaju, dok je nalaz
negativan u leZe¢em poloZaju. Fizicka aktivnost moZe povecati koncentraciju analita koji se
izlucuju glomerularnom filtracijom kao rezultat povecanog tlaka (albumin i hemoglobin —
eritrociti). Zbog svega navedenog, dan prije prikupljanja uzorka mokrace potrebno je
izbjegavati intenzivno fizi¢ko vjezbanje i znacajnije varijacije u unosu tekucine i prehrane

(Nikolac Gabaj i sur., 2019).

Vrlo vaZan predanaliti¢ki ¢cimbenik je samo uzorkovanje mokrace. Adekvatno prikupljeni
uzorci nuzni su kako bi se dobili kvalitetni i pouzdani rezultati analize ovog tipa uzorka (CLSI,
2009).

Ako je kvaliteta uzorka mokrace ugrozena, ugrozena je i tocnost rezultata analize. Kako
bi se sprije€ilo izdavanje rezultata analize neadekvatnih uzoraka mokrace, postoje razliCiti

kriteriji za odbijanje uzorka mokrac¢e. To mogu biti:

¢ nedovoljan volumen mokraée za trazenu analizu,

 neprikladna vrsta uzorka,
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« vidljivo kontaminirani uzorak (npr. s izmetom),
 neispravan konzervans,
e nepravilno skladiStenje i transport uzoraka,

» neoznaceni ili pogresno oznaceni uzorak (Brunzel, 2018).

Najcesce pogreske koje se susrecu u kvantitativnim testovima u mokrac¢i povezane su
izravno s prikupljanjem uzorka ili s problemima rukovanja s uzrokom, kao $to je gubitak
uzorka, ukljucivanje dva prva jutarnja uzorka (prvog i drugog dana prikupljanja), neto¢no
mjerenje ukupnog volumena, pogreska identifikacije i neadekvatno skladiStenje uzorka. Kod
24-satnog uzorka mokrace, nuzno je da uzorak bude promijesan i homogeniziran kako bi alikvot

koji se izravno koristi u analizi predstavljao cjelovit uzorak (Brunzel, 2018).

15 Interferencije u mokraci

Interferencije su glavni izvor predanalitickih pogreSaka u laboratorijskoj medicini.
Prisutnost razli¢itih egzogenih ili endogenih tvari moze ometati mjerenje i dovesti do lazno
pozitivnih ili lazno negativnih rezultata (Cvoris¢ec i Cepelak, 2009; Brunzel, 2018). U klini¢koj
kemiji interferencija se definira kao uzrok medicinski znacajne razlike u rezultatu ispitivanja
mjerene veli¢ine zbog druge komponente ili svojstva uzorka. lako se analiza nadzire brojnim
metodama, poput unutarnje kontrole kvalitete i postupaka vanjske kontrole kvalitete,

laboratoriji ne mogu tako lako otkriti pogresku uzrokovanu interferencijama (https://clsi.org/).

Interferente mozemo podijeliti na endogene i egzogene. Endogene interferencije potjecu
od tvari koje se prirodno nalaze u uzorku krvi ili mokrace pacijenta. To mogu biti hemoliza
(hemoglobin i druge tvari), bilirubin, lipidi, proteini, protutijela (autoantitijela, heterofilna
protutijela), metaboliti proizvedeni u patoloskim stanjima, prekomjerna koncentracija analita 1
tvari koje krizno reagiraju s analitima koji se odreduju. Bioloski ¢imbenici dovode do promjene
u kolic¢ini analita koji se mjeri u definiranoj matrici. Oni mijenjaju koncentraciju izmjerenog
(promijenjenog) analita na nacin neovisan o metodi. Ti su ¢imbenici ili prisutni kod zdrave
osobe, poput cirkadijanih ritmova, ili se pojavljuju kao nuspojave bolesti i njezina lijecenja.
Bioloski ¢imbenici mogu biti promjenjivi, poput prehrane, doba dana ili godisnjeg doba, ili
nepromjenjivi, poput genetskog podrijetla, etni¢ke pripadnosti, spola i drugih (Hemamalini R.,
2020; https://clsi.org/; www.ncbi.nlm.nih.gov/).
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Egzogena interferencija posljedica je tvari koje se prirodno ne bi trebale nalaziti u
pacijentovom uzorku, a mogu se podijeliti na egzogene molekule prisutne u uzorku, ukljucujuéi
lijekove, otrove i razliite biljne pripravke, intravenske tekucine, tvari koje pacijent uzima
poput alkohola ili dodataka prehrani i egzogene molekule dodane uzorku tijekom uzorkovanja
ili nakon postupka uzorkovanja, kao $to su antikoagulansi, konzervansi i stabilizatori, kao i
kontaminanti slucajno uneseni tijekom rukovanja uzorkom. Egzogena interferencija takoder
moze biti uzrokovana matricom uzorka, procesima koji utjeu na uzorak (npr. transport,
skladiStenje, centrifugiranje) i prijenosom analita (engl. carry over). Interferencije i njihovi
mehanizmi razlikuju se s obzirom na specifi¢an analit 1 analiticku metodu i imaju tendenciju
mijenjanja rezultata sastavnog dijela uzorka nakon §to je uzorak prikupljen. Stoga je njihov
ucinak ovisi o metodi i moze se smanjiti ili eliminirati odabirom specifi¢nije metode za mjereni

analit (Hemamalini R., 2020; https://clsi.org/; www.ncbi.nlm.nih.gov/).

Za svaku je pretragu potrebno poznavati moguce interferencije koje ponekad mogu
objasniti klinicki neocekivan rezultat. Proizvodaci reagensa duzni su ispitati interferencije i
rezultate dostaviti svojim korisnicima. Medutim, zbog velikog broja metabolita prisutnih u
mokraéi i nepoznatih mehanizama kojima pojedine komponente mogu utjecati na rezultat
analize, ponekad ucinci raznih interferenata mogu ostati neprepoznati. Kemijski pregled
mokrace bitna je pretraga i Cesto jedan od testova koji usmjerava daljnju dijagnostiku. Stoga je
neophodno dobro poznavati interferencije koje mogu utjecati na rezultat pretrage (Nikolac
Gabaj i sur., 2019).

Najces¢i uzroci analitickih interferencija su fizikalni, kemijski, detekcijski, inhibicija
enzima, neselektivnost i adicija intereferirajueg agensa. Primjer fizikalne interferencije je
promjena fizikalnih svojstava matrice uzorka (npr. viskoznost), koja moze uzrokovati prividnu
promjenu u koncentraciji mjerene veli¢ine (https://clsi.org/). U¢inci matrice definiraju se kao
pristranost ili razlika uzrokovana svojstvom uzorka koje nije na razini tvari ili svojstva koje se
namjerava mjeriti. To ukljucuje fizikalno-kemijske, mehanicke 1 analiticke smetnje te izoforme
tvari (Saibaba K. S. S. i sur, 1998). Kemijska interferencija uzrokovana je utjecajem na reakciju
kompeticijom kemijske tvari za reagense, inhibicijom indikatorske reakcije ili promjenom
oblika mjerene veli¢ine kompleksiranjem ili taloZzenjem. Interferent moze imati svojstva sli¢na
mjerenoj velicini koja se detektira i mjeri te na taj nacin ometati detekciju mjerenog analita
uzrokujuéi lazno povisene vrijednosti. Interferent takoder moze promijeniti aktivnost enzima
izdvajanjem metalnih aktivatora, vezanjem na kataliticko mjesto enzima ili oksidacijom bitnih

sulthidrilnih skupina. Neselektivnost je takoder jedan od nacina na koji razlicite tvari mogu
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ometati odredene metode analize. Adicija interferirajueg reagensa direktno uzrokuje lazno
povisene vrijednosti odredivanog analita. Adicijski interferent moze potjecati iz stanica (npr.
otpustanje kalija iz stani¢ne lize) ili iz intravenskih tekucina (https://clsi.org/). Vecéina
proteinskih interferencija povezana je s utjecajem paraproteina (monoklonskih
imunoglobulina), pretezno imunoglobulina M (IgM) i imunoglobulina G (IgG) Kklase.
Paraproteini mogu ometati sve vrste automatiziranih testova ukljucujuci spektrofotometrijske,
imunonefelometrijske 1 imunoturbidimetrijske testove i odredivanje ukupnog bilirubina,
fosfata, HDL kolesterola (engl. high density lipoprotein), gama-glutamil transferaze (GGT), C-
reaktivnog proteina (CRP) i glukoze (www.ncbhi.nlm.nih.gov). Carry over, odnosno prenosenje
analita iz jednog uzorka u drugi, naj¢escée se dogada kada je koncentracija odredivanog analita
puno veca u prethodnom uzorku. Do toga dolazi zbog nepotpunog uklanjanja analita tijekom
procesa ispiranja, posebno u automatiziranim testovima u kojima ocekivani raspon
koncentracije jako varira (npr. hCG, tumorski markeri). Carry over moze biti vrlo teSko
primijetiti i dokazati, pogotovo u laboratorijima u kojima je broj uzoraka velik

(Www.ncbi.nlm.nih.gov).

Intereferencija lijekova s laboratorijskim analizama smatra se predmetom stalnog interesa
u rutinskom laboratoriju. Sve veéa konzumacija razli¢itih dodataka prehrani predstavlja
problem u laboratorijskoj praksi (Martinello, Luiz da Silva, 2006). Interferencija lijekova ¢esto
ostane neprepoznata u laboratoriju zbog nedostatka relevantnih informacija o lijekovima koje
pacijent konzumira. Smetnje mogu biti uzrokovane mati¢nim lijekom, njegovim metabolitom
ili aditivima. Interferencija lijekova moze biti kemijska, koja se dogada kada mati¢ni lijek,
metaboliti ili aditivi unakrsno reagiraju s analitom koji se odreduje, lijekovi ili aditivi mogu
djelovati kao aktivatori ili inhibitori testa, a interferencija moze biti i fotometrijska u kojoj
dolazi do preklapanja apsorpcijskih maksimuma s onima izmjerenih kromogena

(www.ncbi.nlm.nih.gov).

15.1 Interferencija askorbinske kiseline

Askorbinska kiselina prirodni je vitamin topljiv u vodi poznatiji pod nazivom vitamin C.
Askorbinska je kiselina snazan redukcijski 1 antioksidativni agens koji djeluje u borbi protiv
bakterijskih infekcija, u reakcijama detoksikacije i u stvaranju kolagena u fibroznom i

vezivnom tkivu, zubima, kostima, kozi 1 kapilarama. Vitamin C koji se nalazi u agrumima 1
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drugom vocu te u povréu ljudi ne mogu proizvesti niti pohraniti i moraju ga unositi prehranom

(https://mwww.ncbi.nlm.nih.gov/).

Sve vecta konzumacija vitaminskih suplemenata, a posebice upotreba velikih doza
vitamina C, predstavlja dodatan problem u laboratorijskoj praksi. Askorbinska se kiselina lako
apsorbira iz gastrointestinalnog trakta i Siroko je rasporedena u tjelesnim tkivima.
Koncentracija askorbinske kiseline u plazmi raste kako se unesena doza povecava dok se ne
postigne plato s dozama od oko 90 do 150 mg dnevno. Sto se ti¢e metabolizma askorbinske
kiseline, ona se reverzibilno oksidira u dehidroaskorbinsku kiselinu, a dio se metabolizira u
neaktivne metabolite askorbat-2-sulfat i oksalnu kiselinu koji se izluéuju mokra¢om.
Askorbinska kiselina unesena u suvisku od tjelesnih potreba takoder se brzo eliminira
nepromijenjena mokracom. To se dogada kada je unos vitamina C ve¢i od 100 mg dnevno, a
posljedica je ¢injenice da je bubrezni prag za askorbinsku kiselinu otprilike 14 pg/mL. Dakle,
kada je tijelo zasi¢eno askorbinskom kiselinom i koncentracije u krvi prijedu prag,
nepromijenjena se askorbinska kiselina izlu¢uje u mokrac¢i. Kada su zasi¢enost tkiva i
koncentracije askorbinske kiseline u krvi niske, primjena vitamina rezultira malim ili nikakvim

izlu¢ivanjem askorbinske kiseline mokra¢om (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

Kada je prisutna u bioloSkim uzorcima, askorbinska kiselina moZe ometati mjerenje
biokemijskih parametara, uzrokujuéi lazni rezultat analize. Takva izmijenjena vrijednost
laboratorijskog testa mozZe rezultirati pogreSnom dijagnozom, nepotrebnom primjenom
lijecenja ili primjenom neodgovarajuce doze lijeka. Askorbinska kiselina moze promijeniti
vrijednosti laboratorijskih testova kroz in vitro analiticku interferenciju, kroz in vivo fizioloski
mehanizam ili kroz oba mehanizma istovremeno. Zbog toga je vazno poznavati mehanizme
interferencija kako bi se smetnje eliminirale ili svele na najmanju mogu¢u mjeru (Martinello,

Luiz da Silva, 2006).

Zbog svoje znacajne redukcijske sposobnosti, askorbinska je kiselina dobro poznati
interferirajuci spoj u biokemijskim testovima koji uklju¢uju indikatorske sustave s oksidazama
1 peroksidazama, opcenito poznatim kao Trinderova metoda. Takva se metoda Cesto koristi u
mjerenju razli¢itih analita ukljucujuéi glukozu, ukupni kolesterol, trigliceride 1 mokraénu
kiselinu. Osim inhibicije Trinderove reakcije, askorbinska kiselina takoder moze interferirati in
vitro i/ili in vivo u odredivanju bilirubina, fosfata, ureje, kreatinina i razli¢itih enzima

(Martinello, Luiz da Silva, 2006).
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Interferencija askorbinske kiseline na analizu mokrace s test trakama poznata je vec
mnogo godina. Interferencija 1 intenzitet interferencije razlikuju se izmedu razli¢itih
proizvodaca, ali kod vec¢ine uzrokuje lazno negativne rezultate za glukozu, nitrite, bilirubin i
krv (Unic i sur., 2018; Nikolac Gabaj i sur., 2020).

1.5.2 Interferencija glukoze

Prema Svjetskoj zakladi za Secernu bolest, SeCerna je bolest najbrze rastuca kroni¢na
bolest u svijetu koja pogada 6,4% svjetske odrasle populacije. Stoga postoji sve veca potreba
klinickih laboratorija da istraZe potencijalni utjecaj visokih koncentracija glukoze u razli¢itim

tjelesnim teku¢inama na rezultate rutinskih laboratorijskih pretraga (Chudar i sur., 2016).

Glukoza je monosaharid, jednostavni Seer koji ima dvije izoforme, alfa i beta, s
kemijskom strukturom CeH1206 koja djeluje kao izvor energije za biljke i zivotinje reagirajuci
s  kisikom, stvarajuéi ugljiéni dioksid 1 vodu te oslobadaju¢i  energiju

(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov).

Visoka razina glukoze u krvi (> 7 mmol/L) uzrokuje simptome ucestalog mokrenja,
povecane Zedi i povecane gladi. Kroni¢na izlozenost visokoj glukozi u krvi, 0dnosno nelije¢ena
SeCerna bolest, moZe uzrokovati mnoge komplikacije. Akutne komplikacije ukljucuju
dijabeti¢ku ketoacidozu i nekatoticku hiperosmolarnu komu. Ozbiljne dugotrajne komplikacije
ukljucuju bolesti srca, mozdani udar, zatajenje bubrega, Cireve stopala 1 oStecenje ociju. Glavne
dugorocne komplikacije odnose se na oSte¢enje krvnih Zila, a istraZivanja pokazuju da Secerna
bolest udvostrucuje rizik od kardiovaskularnih bolesti i oko 75% smrti dijabeti¢ara uzrokovano

je bolestima koronarnih arterija (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov).

Pri euglikemijskim koncentracijama glukoze u krvi, glukoza se slobodno filtrira u
glomerulu i potpuno se reapsorbira na razini proksimalnog zavojitog tubula. S porastom
koncentracije glukoze u krvi, reapsorpcija filtrirane glukoze u proksimalnom zavojitom tubulu
raste sve dok se ne postigne maksimalna vrijednost. Svako daljnje povecanje glukoze u krvi i
posljedi¢no optere¢enje glukozom u proksimalnom tubulu rezultira izlu¢ivanjem glukoze u

mokraci (Rave K. 1 sur., 2006).

Do sad provedena istrazivanja pokazala su da visoke koncentracije glukoze interferiraju

s odredivanjem razlicitih analita (Chudar i sur., 2016).
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Najcesca analiticka metoda ispitivanja koja se koristi u klinickoj kemiji za odredivanje
kreatinina je Jaffeova metoda. Do sad je poznato da ekstremno visoke koncentracije glukoze
interferiraju s odredivanjem koncentracije kreatinina, osobito s Jaffeovom metodom u
peritonejskom dijalizatu. U reakciji kreatinin reagira s pikrinskom kiselinom 1 stvara Zuto-
crveni kompleks kreatinin-pikrat u alkalnom pH. Brzina porasta stvaranja kompleksa na 500
nm izravno je proporcionalna koncentraciji kreatinina u uzorku. Interferiraju¢i ucinak
primijecen je u reakciji kreatinina i alkalnog pikrata. Glukoza stvara interferirajuci kromogen s
pikratom pri ¢emu taj kromogen ima manju apsorpciju na valnoj duljini mjerenja. Taj je ucinak
beznacajan pri fizioloSkim koncentracijama glukoze, ali u teku¢ini za kontinuiranu ambulantnu
peritonealnu dijalizu koja sadrzi vrlo visoke koncentracije glukoze, ova interferencija postaje
klini¢ki znacajna. Glukoza takoder stvara smetnje pri odredivanju kreatinina polaganom
redukcijom pikrinske Kkiseline u pikramat jer time smanjuje interakciju s Kkreatininom.
Primijeeno je da se pri konstantnim koncentracijama kreatinina smetnje povecavaju s

poveéanjem koncentracija glukoze (Chudar i sur., 2016).

Provedena su i istrazivanja u kojima je ispitivan utjecaj povisenih koncentracija glukoze
na druge parametre. U istrazivanju iz 2001. godine cilj je bio ispitati promjene u
koncentracijama natrija, kalija, ukupnog kalcija, fosfora, dusika iz uree, kreatinina, mokrac¢ne
kiseline, ukupnih proteina, albumina, intaktnog paratiroidnog hormona, profila lipida i
acidobazi¢nog statusa u krvi ili serumu bolesnika na redovnoj dijalizi lijeCenih otopinom za
dijalizu poliglukoze. Zaklju¢eno je da visoke koncentracije glukoze znaajno ometaju
odredivanje natrijevih i kloridnih iona putem indirektne ionselektivne elektrode (ISE) u serumu
kao 1 u mokraci (Grzegorzewska i sur., 2001). Istrazivanje Cuhadar i suradnika pokazalo je da
interferencija glukoze na kreatinin pokazuje rastuci trend s porastom koncentracije glukoze,
koncentracija kalcija u serumu se smanjuje, a koncentracija albumina i klorida raste (Chudar i
sur., 2016).

Stoga odredivanje koncentracije kreatinina Jaffeovom alkalnom metodom pri visokim
koncentracijama glukoze treba tumaciti s oprezom jer proizvodaci jo§ nisu rijesili problem
interferencije glukoze. Takoder, rezultate laboratorijske analize kalcija, albumina, klorida
potrebno je tumaciti s oprezom u dijabeticara s loSom kontrolom glikemije (Chudar i sur., 2016;

Hemamalini R., 2020).

17



2 OBRAZLOZENJE TEME

Kvantitativna analiza mokrac¢e u rutinskim se laboratorijima koristi svakodnevno. Ima
ulogu u postavljanju novih i praéenju postojecih bolesti, probiru na razlicite bolesti i pra¢enju

ucinkovitosti terapije.

Klini¢ke indikacije za analizu mokraé¢e vrlo su raznolike, a neke od njih ukljucuju
simptome infekcija mokra¢nih putova, primarne i sekundarne bolesti bubrega, sumnju na
neinfektivne postrenalne bolesti, detekciju glukozurije i prac¢enje bolesnika sa Se¢ernom bolesti
te detekciju ili pracenje drugih metabolickih stanja. Analiti u mokraéi odreduju se i za dijagnozu

nekih endokrinih, metabolickih i nasljednih bolesti te za potvrdu trudnoce ili zloupotrebe droga.

Budu¢i da na rezultate analize mokrace mogu utjecati razli¢iti predanaliticki ¢imbenici,
kao i interferencije, vrlo je bitno poznavati nacin na koji oni ometaju biokemijske analize i
utjecu na rezultate laboratorijske analize. Interferencije predstavljaju velik izvor predanalitickih
pogresaka U laboratorijskoj medicini, a prisutnost razli¢itih tvari u mokra¢i moze ometati

mjerenje i dovesti do lazno poviSenih ili lazno snizenih rezultata brojnih kvantitativnih pretraga.

Tocnost klini¢kih laboratorijskih nalaza vazna je za brigu o pacijentima, a kontrola
cjelokupnog procesa analize odgovornost je laboratorijskih djelatnika. ITako su pogreske u
analiti¢koj fazi pod strogom kontrolom poboljSane tehnologije i kontrolnih materijala, poznato

je da odredeni spojevi ometaju neke korake analitike reakcije.

Budu¢i da je trend konzumacije vitaminskih dodataka prehrani u stalnom porastu, a
pacijenti nemaju obi¢aj naglaSavati njihovu konzumaciju prilikom uzorkovanja, vazno je znati
imaju li poviSene koncentracije vitamina utjecaj na pretrage koje se odreduju u mokradéi.
Interferencija askorbinske kiseline u drugim oblicima analize mokrace poznata je ve¢ mnogo
godina. Ona je predmet istraZivanja brojnih radova te se postavlja pitanje utjece li ona i na

odredivanje razlicitih analita u mokraci koji se odreduju na biokemijskim analizatorima.

Nadalje, Secerna je bolest najbrze rastu¢a kroni¢na bolest u svijetu. U pacijenata s
nekontroliranom bolesc¢u, prisutna je konstantna hiperglikemija koja rezultira povecanim
izlu¢ivanjem glukoze mokracom. Zbog toga je obaveza klinickih laboratorija da istraze
potencijalni utjecaj visokih koncentracija glukoze u razlicitim tjelesnim teku¢inama na rezultate

rutinskih laboratorijskih pretraga.
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Cilj je ovog rada saznati interferiraju li povisene koncentracije askorbinske kiseline i
glukoze u mokra¢i s kvantitativnim metodama analize mokra¢e na automatiziranim

biokemijskim analizatorima i u slu¢aju da interferiraju jesu li te interferencije klinicki znacajne.
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3 MATERIJALI I METODE

3.1 Priprema poola mokrace

Nasumic¢no je odabran jedan pohranjeni uzorak 24-satne mokra¢e. Homogeniziran,
promijesan i filtriran uzorak alikvotiran je u vise alikvota u Ciste plasticne ¢aSe i dobro

zacepljen. Alikvoti koji se nisu koristili isti dan pohranjeni su u ledenicu na -20°C.

3.2 Priprema uzoraka s interferencijama

Uzorci s interferencijama pripremljeni su otapanjem to¢no odredene kolic¢ine askorbinske
kiseline, odnosno glukoze, u 10 mL uzorka mokrace. KoriStene su komercijalno dostupne Ciste

supstance u obliku praha:
L-Ascorbic acid (Merck, Njemacka) i D-Glukoza (Biovit, Hrvatska).

Pripremljeno je 7 uzoraka mokrace razli¢itih koncentracija interferenata u alikvotima
volumena 10 mL. Askorbinska je kiselina pripremljena u koncentracijama 0, 0,2, 0,4, 0,5, 1, 2
i 5 g/L. (Maskorbinska kiselina = 176,12 g/mol). Potrebna masa askorbinske kiseline za svaki alikvot
izraCunata je prema formuli:

m=c-M-V

Masa interferenata koristena za dobivanje otopina to¢no odredenih koncentracija

interferenata prikazana je u tablicama 3 i 4.

Tablica 3 Priprema uzoraka s interferencijama - askorbinska kiselina

Uzorak Koncentracija otopine/gL™* m (askorbinska

kiselina)/g

0 0 0

1 0,2 0,002
2 0,4 0,004
3 0,5 0,005
4 1 0,01
5 2 0,02
6 5 0,05

Uzorci s glukozom pripremani su na isti nacin. Pripremljeno je takoder 7 uzoraka,

koncentracije glukoze 0, 10, 20, 30, 40, 50 i 60 mmol/L (Mgiukoza = 180,156 g/mol).
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Tablica 4 Priprema uzoraka s interferencijama - glukoza

Uzorak OE;?SZ;;?ZIIJ& m (glukoza)/g

0 0 0

1 10 0,018
2 20 0,036
3 30 0,054
4 40 0,072
5 50 0,090
6 60 0,108

Slika 2 Uzorci mokrace tocno odredenih koncentracija glukoze

Masa askorbinske kiseline, odnosno glukoze, mjerena je na preciznoj vagi BAS 31 plus
(Boeco, Njemacka), a mokraca je uzorkovana vakuumskim sistemom u epruvete s podtlakom
(VACUETTE® TUBE 10 ml Z Urine No Additive 16x100 yellow cap-yellow ring, Round

Base, non-ridged; Greiner Bio-One, Austrija).
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Slika 3 Vaganje askorbinske kiseline

3.3 Metode mjerenja

Za sve analize koriSten je Abbottov ARCHITECT ¢8000 analizator (Abbott Laboratories,
Chicago, Il, SAD).

Turbidimetrija je opticka analitiCka metoda koja se koristi odredivanje koncentracije
ukupnih proteina i albumina suspendiranih u otopini u obliku sitnih ¢estica. Provodi se
fotoelektricnim mjerenjem intenziteta svjetlosti propustene kroz suspenziju. Osim o
koncentraciji ¢estica u suspenziji, intenzitet propustene svjetlosti ovisi o veli¢ini i obliku Cestica
te o omjeru indeksa loma cCestica i okolnoga medija. Za turbidimetrijsko mjerenje potrebno je
izraditi bazdarnu krivulju, jer ovisnost intenziteta propustene svjetlosti o koncentraciji Cestica
nije linearna. Poliklonalna antitijela na albumin u reagensu se vezu s albuminom u uzorku
mokraée te stvaraju netopljive agregate koji povecavaju zamudcenost otopine. Stupanj
zamucenosti proporcionalan je koncentraciji albumina u mokraci. Proteini prisutni u mokraci
denaturiraju se pomoc¢u benzetonij klorida, pri ¢emu se stvara suspenzija koja se kvantificira
turbidimetrijski na 404 nm. Izmjerena apsorbancija proporcionalna je koncentraciji proteina u

uzorku.
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Amilaza se odreduje fotometrijskom metodom. Amilaza hidrolizira etiliden-4-NP-G7, pri
¢emu nastaje 4,6-nitrofenil-alfa-(1,4)-glukopiranozil-G(7-x). On se zatim hidrolizira u
monomere glukoze i kromofor 4-nitrofenol pomocu a-glukozidaze. Promjena apsorbancije pri

404 nm proporcionalna je aktivnosti a-amilaze u uzorku.

Natrij, kalij i kloridi odreduju se indirektnom potenciometrijom. Tom se metodom
odreduje koncentracija slobodnih iona u uzorcima koje je potrebno razrijediti odgovaraju¢im
diluentom. Odredivanje se temelji na usporedivanju potencijala nepoznate otopine s
potencijalom standardne otopine poznate aktivnosti, a razlika potencijala izmedu dviju

elektroda posljedica je razliite brzine difuzije iona ovisno o njihovoj koncentraciji i vrsti.

Kalcij se odreduje fotometrijom s arsenazo Il bojom koja reagira s kalcijem u kiseloj
otopini, pri ¢emu nastaje plavo-ljubicasti kompleks. Intenzitet boje mjeri se na 660 nm i

proporcionalan je koncentraciji kalcija u uzorku.

Anorganski fosfati odreduju se fotometrijom s amonijevim molibdatom. U reakciji
nastaje amonij-fosfomolibdat ¢ija je koncentracija izravno proporcionalna koncentraciji

anorganskog fosfata u uzorku i mjeri se fotometrijski na 340 nm.

Magnezij se odreduje fotometrijskom metodom s izocitrat dehidrogenazom. To je
enzimska metoda, a magnezij u uzorku ima ulogu kofaktora u enzimskoj reakciji s izocitrat
dehidrogenazom. Porast apsorbancije na 340 nm uslijed nastanka NADPH proporcionalan je

koncentraciji magnezija.

Kreatinin se odreduje fotometrijskom metodom koja se temelji na reakciji kreatinina s
alkalnim pikratom. U reakciji nastaje crvenonarancasto obojenje koje uzrokuje promjenu
apsorbancije. Brzina promjene apsorpcije pri 500 nm proporcionalna je koncentraciji kreatinina

u uzorku.

Ureja se odreduje fotometrijskom metodom s ureazom i glutamat-dehidrogenazom
(GLDH). To je enzimska metoda u kojoj dolazi do hidrolize ureje u uzorku pod utjecajem
ureaze. Navedenom reakcijom nastaju amonijak i ugljikov dioksid. Nastali amonijak reagira s
a-ketoglutaratom uz Kkataliticko djelovanje glutamat dehidrogenaze pri ¢emu nastaje
glutaminska kiselina, a istovremeno se NADH oksidira do NAD™. Pad apsorbancije na 340 nm

proporcionalan je koncentraciji ureje u uzorku.

Mokraéna se kiselina takoder odreduje fotometrijskom metodom. U reakciji urikaza

oksidira mokra¢nu kiselinu u alantoin uz stvaranje vodikova peroksida. Nastali vodikov
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peroksid reagira s 4-aminoantipirinom i dinatrijevom soli u prisutnosti peroksidaze pri ¢emu
daje kinonimin boju. Povecanje apsorbancije na 604 nm proporcionalno je koncentraciji

mokracne kiselina u uzorku.

Koncentracija mjerenih analita u 24-satnoj mokraci automatski se izra¢unava pomocu

formule:
Analit u 24h mokraéi = konc. elektrolita u mokraéi x volumen dU,

pri ¢emu je volumen dU volumen 24 satne mokrace.

3.4 Statisticka obrada podataka

Sva su mjerenja nacinjena u duplikatu. Koncentracija analita izra¢unata je kao aritmeticka
sredina dvaju mjerenja. Za svaku koncentraciju interferenta (Ci) izracunato je odstupanje
(bias) u odnosu na uzorak bez interferencije (Co) prema formuli:

(C1-¢) — Co

BiaS (C1—6) = C
0

Kao granice prihvatljivosti navedenih odstupanja za svaku su pretragu uzeti analiti¢ki
koeficijenti varijacije dobiveni u Klinickom zavodu za kemiju (Tablica 5). Utjecaj interferencije
smatra se znacajnim ukoliko je dobiveno odstupanje veée od navedenog koeficijenta varijacije.

Tablica 5 Kriteriji prihvatljivosti

Kriterij prihvatljivosti (analiticki

Analit koeficijent varijacije)
Ukupni proteini 2,5
Albumin 4,0
Amilaza 31
Natrij 2,3
Kalij 2,2
Kloridi 2,1
Kalcij 15
Anorganski fosfati 1,8
Magnezij 1,0
Kreatinin 2,6
Ureja 2,2
Mokraéna kiselina 1,7
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Podaci su prikupljeni i analizirani u programu Microsoft Excel.
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4

REZULTATI | RASPRAVA

4.1 Rezultati

411 REZULTATI ISPITIVANJA INTERFERENCIJE ASKORBINSKE KISELINE

Tablica 6 Rezultati ispitivanja interferencije askorbinske kiseline

Cask. kisetina/ (9/L)
Ukupni proteini (mg/L)

Bias (%)
Albumin (mg/L)

Bias (%)
Amilaza (U/L)

Bias (%)
Natrij (mmol/L)

Bias (%)
Kalij (mmol/L)

Bias (%)
Kloridi (mmol/L)

Bias (%)
Kalcij (mmol/L)

Bias (%)
Anorganski fosfati
(mmol/L)

Bias (%)

Co =0
285

202,5

37,5

58,0

19,50

53

0,60

3,20

0,00

0,00

0,00

0,00

0,00

0,00

0,00

0,00

C:=0,2
280

197,0

37,5

58,5

19,55

53

0,60

3,20

-1,75

-2,72

0,00

0,86

0,26

0,00

0,00

0,00

C.=04
280

198,5

37,5

58,5

19,55

o4

0,60

3,20

-1,75

-1,98

0,00

0,86

0,26

1,89

0,00

0,00

C3=05
290

200,0

38,0

58,0

19,60

o4

0,65

3,25

1,75

-1,23

1,33

0,00

0,51

1,89

8,33

1,56

C4 =1
280

197,5

38,5

58,0

19,55

55

0,60

3,25

-1,75

-2,47

2,67

0,00

0,26

3,77

0,00

1,56

C5 =2
280

195,0

37,5

58,0

19,60

58

0,65

3,20

-1,75

-3,70

0,00

0,00

0,51

9,43

8,33

0,00

Ce =5
280

196,5

36,5

58,0

19,50

64

0,60

3,20

-1,75

-2,96

-2,67

0,00

0,00

20,75

0,00

0,00
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Magnezij (mmol/L)

Bias (%)

Kreatinin (mmol/L)

Ureja (mmol/L)

Bias (%)

Bias (%)

Mokraéna kiselina

(mmol/L)

Bias (%)

1,40

86,30

0,9

0,00

0,00

0,00

0,00

1,50

2,5

85,65

0,9

7,14

-1,96

-0,75

0,00

1,40

2,5

87,95

0,9

0,00

-1,96

191

0,00

1,40

2,6

86,65

0,9

0,00

0,00

0,41

0,00

1,40

2,5

86,30

0,9

0,00

-1,96

0,00

0,00

1,45

2,5

84,80

0,9

3,57

-1,96
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4.1.2 UTJECAJ INTERFERENCIJE ASKORBINSKE KISELINE NA PRETRAGE U MOKRACI
Utjecaj interferencije askorbinske kiseline na pretrage u mokraéi prikazan je i pomocu
sljedecih grafickih prikaza. Oznake na grafickim prikazima 0-6 oznacavaju broj uzorka, prema

tablicama 3 1 4. Granice prihvatljivosti oznacene su oznakama GP+ 1 GP-.

Povisena askorbinska kiselina nije interferirala u odredivanju ukupnih proteina, albumina

1 amilaze u uzorku mokrace.

Utjecaj interferencije askorbinske kiseline na
odredivanje proteina u uzorku mokrace
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Slika 4 Graficki prikaz utjecaja interferencije askorbinske kiseline na odredivanje proteina u uzorku mokrace

Utjecaj interferencije askorbinske kiseline na
odredivanje albumina u uzorku mokrace
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Slika 5 Graficki prikaz utjecaja interferencije askorbinske kiseline na odredivanje albumina u uzorku mokrace
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Utjecaj interferencije askorbinske kiseline na
odredivanje amilaze u uzorku mokrace
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Slika 6 Graficki prikaz utjecaja interferencije askorbinske kiseline na odredivanje amilaze u uzorku mokrace

Sto se ti¢e interferencije askorbinske kiseline u odredivanju elektrolita, askorbinska

kiselina nije pokazala klini¢ki znacajnu interferenciju u odredivanju natrija, kalija i fosfata.

Utjecaj interferencije askorbinske kiseline na
odredivanje natrija u uzorku mokrace
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Slika 7 Graficki prikaz utjecaja interferencije askorbinske kiseline na odredivanje natrija u uzorku mokrace

Utjecaj interferencije askorbinske kiseline na
odredivanje kalija u uzorku mokrace
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Slika 8 Graficki prikaz utjecaja interferencije askorbinske kiseline na odredivanje kalija u uzorku mokraée
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Utjecaj interferencije askorbinske kiseline na
odredivanje fosfata u uzorku mokrace

2,00%

1,50% i ———
1,00“/: / \
0.50% / A\

£ 0.00% / AN
050% |0 1 2 3 4 5 6
-1,00%
-1,50%
ot | mmm = mm e m e o -

Bias == e= GP+ == = GP-

Slika 9 Graficki prikaz utjecaja interferencije askorbinske kiseline na odredivanje fosfata u uzorku mokrace

Znacajne interferencije askorbinske kiseline utvrdene su za kloride, kalcij i magnezij.
Askorbinska je kiselina najznacajniju interferenciju pokazala pri odredivanju koncentracije
klorida u uzorku mokrace. Ve¢ pri koncentraciji askorbinske kiseline od 1 g/L izmjereno
odstupanje bilo je vefe od kriterija prihvatljivosti. Iz grafickog je prikaza vidljivo da s
povecanjem koncentracije askorbinske kiseline u uzorku raste utjecaj interferencije na rezultat
analize, $to je vidljivo po porastu biasa koji pri najvisoj testiranoj koncentraciji askorbinske

kiseline iznosi > 20%.

Utjecaj interferencije askorbinske kiseline na
odredivanje klorida u uzorku mokraée

25,00%

20,00% /

15,00% /
10,00% /
5,00% /

0.00% e ——e

(O - B St B ¢

Bias

-5,00%

Bias == e= GP+ == = GP-

Slika 10 Graficki prikaz utjecaja interferencije askorbinske kiseline na odredivanje klorida u uzorku mokrace

Zarazliku od odstupanja pri odredivanju kloridnih iona, interferencija koju je askorbinska
kiselina uzrokovala pri odredivanju koncentracije kalcijevih i magnezijevih iona nije
kontinuirana. Askorbinska kiselina uzrokuje poviSenu koncentraciju kalcija i magnezija, ali je

iz grafickih prikaza tesko zakljuciti na koji nacin pojedina koncentracija interferenta uzrokuje

odstupanje.
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Utjecaj interferencije askorbinske kiseline na
odredivanje kalcija u uzorku mokrace
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Slika 11 Graficki prikaz utjecaja interferencije askorbinske kiseline na odredivanje kalcija u uzorku mokrace

Utjecaj interferencije askorbinske kiseline na
odredivanje magnezija u uzorku mokrace

8,00%
6.00% A\
4,00% / \
// \\ / ~

o om b o emlem o= e e e = = e =

Bias

0,00%

-2,00%

Bias == == GP+ == == GP-

Slika 12 Graficki prikaz utjecaja interferencije askorbinske kiseline na odredivanje magnezija u uzorku mokrace
Askorbinska je kiselina dobro poznati interferirajuci spoj u biokemijskim testovima koji
ukljuuju indikatorske sustave s oksidazama i peroksidazama. Iako je zbog znacajne
redukcijske sposobnosti askorbinske kiseline bilo za ocekivati da bi ista mogla uzrokovati
promijenjene koncentracije kreatinina i mokracéne kiseline, askorbinska kiselina nije uzrokovala

klini¢ki znacajnu interferenciju pri odredivanju neproteinskih dusikovih spojeva.
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Bias

Utjecaj interferencije askorbinske kiseline na
odredivanje kreatinina u uzorku mokrace
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Slika 13 Graficki prikaz utjecaja interferencije askorbinske kiseline na odredivanje kreatinina u uzorku mokrace

Bias

Utjecaj interferencije askorbinske kiseline na
odredivanje mokracne kiseline u uzorku mokrace
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Slika 14 Graficki prikaz utjecaja interferencije askorbinske kiseline na odredivanje mokracne kiseline u uzorku mokrace

Bias

Utjecaj interferencije askorbinske kiseline na
odredivanje ureje u uzorku mokrace
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Slika 15 Graficki prikaz utjecaja interferencije askorbinske kiseline na odredivanje ureje u uzorku mokrace
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Cylukoza/(mmol/L)
Ukupni proteini (mg/L)

Bias (%)
Albumin (mg/L)

Bias (%)
Amilaza (U/L)

Bias (%)
Natrij (mmol/L)

Bias (%)
Kalij (mmol/L)

Bias (%)
Kloridi (mmol/L)

Bias (%)
Kalcij (mmol/L)

Bias (%)
Anorganski fosfati
(mmol/L)

Bias (%)
Magnezij (mmol/L)

Bias (%)
Kreatinin (mmol/L)

Bias (%)

Tablica 7 Rezultati ispitivanja interferencije glukoze

Co=0
280

203,5

38,0

58,5

19,65

53,0

0,60

3,30

1,50

2,5

0,00

0,00

0,00

0,00

0,00

0,00

0,00

0,00

0,00

0,00

C:=10
290

204,0

38,5

58,5

19,75

53,0

0,65

3,30

1,55

2,5
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3,57

0,25

1,32

0,00

0,51

0,00

8,33

0,00

3,33

0,00

C.=20
285

1,79
203,5

0,00
38,5

1,32
58,0

-0,85

19,75

0,51
53,0

0,00
0,60

0,00
3,30

0,00
1,50

0,00
2,6

2,00

Cs=30
295

5,36
202,0

0,74

38,5

1,32
59,0

0,85
19,80

0,76
53,0

0,00
0,65

8,33
3,25

-1,52

1,50

0,00
2,6

4,00

Cs=40
290

206,5

39,0

58,5

19,75

53,5

0,70

3,25

1,50

2,6

3,57

1,47

2,63

0,00

0,51

0,94

16,67

-1,52

0,00

2,00

Cs=50
300

203,5

39,0
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19,90

53,5

0,70

3,30

1,55

2,6
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0,00

2,63
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0,00

3,33

4,00

Cs=160
300

205,5
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2,6
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0,98

1,32
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1,53

1,89
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0,00

3,33

4,00
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Ureja (mmol/L)

Bias (%)
Mokraéna kiselina
(mmol/L)

Bias (%)

90,00

0,90

0,00

0,00

91,90

0,90

2,11

0,00

96,80

0,90

7,56

0,00

91,25

0,95

1,39

5,56

90,90

0,95

1,00

5,56

94,80

1,00

5,33

11,11

93,55

1,00

3,94

11,11
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4.1.4 UTJECAJ INTERFERENCIJE GLUKOZE NA PRETRAGE U MOKRACI

PoviSena koncentracija glukoze pokazala je utjecaj na odredivanje proteina U uzorku

mokraée, pri ¢emu je dodatak glukoze u uzorke uzrokovao povisenje vrijednosti mjerenog

analita.
Utjecaj interferencije glukoze na odredivanje proteina
u uzorku mokrace
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Slika 16 Graficki prikaz utjecaja interferencije glukoze na odredivanje proteina u uzorku mokrace

Prema istrazivanju provedenom 2016. godine utvrdeno je da koncentracija albumina raste
s povecanjem koncentracije glukoze u uzorku (Chudar i sur., 2016). Medutim, ovo je
istrazivanje pokazalo da povisene koncentracije glukoze ne utjecu na odredivanje koncentracije

albumina.

Utjecaj interferencije glukoze na odredivanje
albumina u uzorku mokrace
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Slika 17 Graficki prikaz utjecaja interferencije glukoze na odredivanje albumina u uzorku mokrace

Dodatak glukoze u uzorke mokrace nije uzrokovao klini¢ki zna¢ajna odstupanja niti kod

odredivanja amilaze.
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Utjecaj interferencije glukoze na odredivanje amilaze
u uzorku mokrace
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Slika 18 Graficki prikaz utjecaja interferencije glukoze na odredivanje amilaze u uzorku mokrace

Kod odredivanja elektrolita rezultati istraZivanja ponovno se razlikuju ovisno o
odredivanom analitu. lako su prethodna istrazivanja pokazala da visoke koncentracije glukoze
znacajno ometaju odredivanje natrijevih i kloridnih iona putem indirektne ISE (Grzegorzewska
i sur., 2001), dodatak interferenta glukoze u ovom istrazivanju nije imao utjecaja na odredivanje
natrija, kalija, klorida i fosfata, dok je kod odredivanja koncentracije kalcijevih i magnezijevih

iona vidljiv utjecaj interferencije na rezultate analize.

Utjecaj interferencije glukoze na odredivanje natrija u
uzorku mokrace
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Slika 19 Graficki prikaz utjecaja interferencije glukoze na odredivanje natrija u uzorku mokrace
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Slika 20 Graficki prikaz utjecaja interferencije glukoze na odredivanje kalija u uzorku mokrace

3,00%
2,00%
1,00%
0,00%

Bias

-1,00%
-2,00%
-3,00%

Utjecaj interferencije glukoze na odredivanje klorida

u uzorku mokrace

Bias == == GP+ == == GP-

Slika 21 Graficki prikaz utjecaja interferencije glukoze na odredivanje klorida u uzorku mokrace
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Slika 22 Graficki prikaz utjecaja interferencije glukoze na odredivanje fosfata u uzorku mokraée

Jedno od provedenih istrazivanja pokazalo je da dodatak glukoze ima negativan utjecaj

na odredivanje koncentracije kalcija (Chudar i sur., 2016), dok je ovo istrazivanje pokazalo
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drugacije rezultate. Iz grafickog je prikaza vidljivo da s povecanjem koncentracije interferenta,
raste i izmjerena koncentracija kalcija, a znacajna interferencija uoc¢ena je pri najnizoj testiranoj
koncentraciji glukoze.

Utjecaj interferencije glukoze na odredivanje kalcija u
uzorku mokraée
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Slika 23 Graficki prikaz utjecaja interferencije glukoze na odredivanje kalcija u uzorku mokrace

Sto se ti¢e odredivanja magnezija u uzorku mokrace, iz grafa se uocava odstupanje izvan
granica prihvatljivosti bez linearnog porasta. U uzorcima s glukozom kod kojih je primije¢eno

odstupanje izmjerena je veca koncentracija magnezija nego u maticnom uzorku.

Utjecaj interferencije glukoze na odredivanje
magnezija u uzorku mokrace
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Slika 24 Graficki prikaz utjecaja interferencije glukoze na odredivanje magnezija u uzorku mokrace
Prethodna su istrazivanja pokazala da poviSene koncentracije glukoze u bioloSkim
uzorcima najviSe utjeCu na odredivanje koncentracije kreatinina. Kao S$to je ocekivano,
poviSena je koncentracija glukoze utjecala na rezultate analize i u ovom istrazivanju. Kao $to
su 1 prethodna istrazivanja pokazala, interferencija glukoze na odredivanje kreatinina i

mokraéne kiselinu kiseline pokazuju pokazuje rastu¢i pozitivan bias koji raste s porastom
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koncentracije glukoze. PoviSena koncentracija glukoze uzrokuje zna¢ajno odstupanje prilikom

odredivanja koncentracije kreatinina pri koncentraciji glukoze > 30 mmol/L.
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Slika 25 Graficki prikaz utjecaja interferencije glukoze na odredivanje kreatinina u uzorku mokrace

Utjecaj interferencije glukoze na odredivanje
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Slika 26 Graficki prikaz utjecaja interferencije glukoze na odredivanje mokracne kiseline u uzorku mokrace

Glukoza je interferirala 1 s odredivanjem ureje u uzorku mokrace te je uzrokovala
povecéanje koncentracije ureje naspram one izmjerene u uzorku u kojem interferent nije bio
prisutan.
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Utjecaj interferencije glukoze na odredivanje
ureje u uzorku mokrace
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Slika 27 Graficki prikaz utjecaja interferencije glukoze na odredivanje ureje u uzorku mokrace

4.2 Rasprava

4.2.1 ASKORBINSKA KISELINA

Dodatak askorbinske kiseline u uzorak mokrace nije utjecao na odredivanje koncentracije
ukupnih proteina, aloumina, amilaze, natrija, kalija, fosfata, kreatinina, mokraéne kiseline i
ureje, dok je interferencija zamijec¢ena kod odredivanja kloridnih, kalcijevih i magnezijevih

iona.

Budu¢i da se koncentracija askorbinske kiseline u mokrac¢i ne odreduje rutinski prilikom
analize ovog uzorka, njezin potencijalni utjecaj na rezultate pretraga Cesto moZe ostati
neprepoznat. Prema smjernicama Hrvatskog drustva za medicinsku biokemiju i laboratorijsku
medicinu, jedno od pitanja koje bi se trebalo postaviti pacijentima prije uzorkovanja odredenih
vrsta uzoraka za odredene pretrage glasi: Koristite 1i vitamine, dodatke prehrani, biljne ili
prirodne lijekove? Pod obrazlozenjem je objasnjeno da dodaci prehrani mogu imati analitic¢ki
utjecaj na mjerenje, primjerice vitamin C na test za fekalno okultno krvarenje, a riboflavin na
kemijsku analizu mokrace test trakom (https://www.hdmblm.hr/). Rezultati ovog istrazivanja
upucuju na to da bi se navedeno pitanje trebalo postavljati pacijentima i prije uzorkovanja
mokrac¢e za odredivanja kloridnih, kalcijevih 1 magnezijevih iona, budu¢i da je primijecen

utjecaj povisenih koncentracija vitamina C u mokraéi na odredivanje navedenih analita.
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422 GLUKOZA

Povisena koncentracija glukoze u uzorcima nije interferirala s odredivanjem albumina,
amilaze, natrija, kalija, klorida i fosfata, ali je klini¢ki zna¢ajno odstupanje primije¢eno kod
odredivanja proteina, kalcija, magnezija i neproteinskih dusikovih spojeva — kreatinina, ureje i

mokraéne kiseline.

Za razliku od askorbinske kiseline, koncentracija glukoze u mokraci odreduje se mnogo
Cesce, ali ne odreduje se rutinski kod svake analize uzoraka mokrac¢e. S obzirom na rezultate
ovog istrazivanja, odredivanje koncentracije glukoze u mokraéi trebalo bi se raditi prilikom
svake analize uzoraka mokrac¢e pacijenata s dijagnosticiranom Secernom boleséu kako bi se
potencijalni utjecaj poviSenih koncentracija glukoze na rezultate parametara kod kojih je

utvrden utjecaj interferencije uzeo u obzir prilikom tumacenja nalaza.
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5 ZAKLJUCAK

Rezultati istrazivanja nisu pokazali statisticki znac¢ajno odstupanje ni za jedan ispitivani
interferent prema definiranim kriterijima prihvatljivosti za odredivanje koncentracije albumina,

amilaze, natrija, kalija i fosfata.

Askorbinska je kiselina pokazala znac¢ajan utjecaj interferencije na odredivanje kloridnih,
kalcijevih i magnezijevih iona. S druge strane, poviSena koncentracija glukoze interferirala je s
odredivanjem proteina, kalcija, magnezija i neproteinskih dusikovih spojeva — kreatinina, ureje

i mokraéne kiseline.

Na temelju dobivenih rezultata istrazivanja zaklju¢ujemo da je potreban dodatan oprez kod
tumacenja laboratorijskih nalaza pacijenata koji koriste askorbinsku kiselinu kao dodatak
prehrani i kod pacijenata s nekontroliranom Se¢ernom bole$¢u za parametre kod kojih je

dokazan utjecaj interferencije.
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POPIS KRATICA, OZNAKA | SIMBOLA

ATP — adenozin trifosfat

CRP — C-reaktivni protein

GGT — gama glutamil transferaza

GLDH - glutamat-dehidrogenaza

hCG — humani koriontski gonadotropin

HDL - engl. high density lipoprotein, lipoprotein visoke gustoce
IgG — imunoglobulin G

IgM — imunoglobulin M

ISE — ionselektivna elektroda

KIM-1 — engl. kidney injury molecule-1, molekula ozljede bubrega-1
LSD — dietilamid lizerginske kiseline

NADH, NAD" — nikotinamid adenin dinukleotid

NGAL - neutrophil gelatinase-associated lipocalin, lipokalin povezan s neutrofilnom

zelatinazom
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8 SAZETAK

Analiza mokrace jedan je od najce$¢e koriStenih dijagnosti¢kih postupaka, a osim u
dijagnostici koristi se kao uzorak izbora za probir razli¢itih bolesti te u pracenju tijeka bolesti i

uspjesnosti terapije.

Interferencije su glavni izvor predanalitickih pogreSaka u laboratorijskoj medicini.
Prisutnost razlicitih egzogenih ili endogenih tvari moze ometati mjerenje i dovesti do lazno
povisenih ili lazno sniZenih rezultata kemijske analize zbog ¢ega je potrebno za svaku pretragu
poznavati moguce interferencije kako bi se izbjeglo izdavanje neispravnih nalaza i

usmjeravanje dijagnostike u krivom smjeru.

Askorbinska je kiselina snazan redukcijski i1 antioksidativni agens te najceSc¢e koriSteni
vitaminski dodatak prehrani. To je kemijski aktivha molekula koja se lako apsorbira iz
probavnog trakta i brzo rasporeduje u tjelesna tkiva. Budu¢i da vitamin C pripada skupini
vitamina topljivih u vodi, ako se unese u suvisku brzo se nepromijenjen eliminira iz organizma
putem mokrace. Posljedi¢no, mokraca takvih pacijenata sadrzava veéu koncentraciju ovog
vitamina od uobicajene. Zbog svoje reduktivne sposobnosti askorbinska je kiselina poznati
interferiraju¢i spoj u biokemijskim testovima koji ukljucuju indikatorske sustave s oksidazama
I peroksidazama. Ovi se testovi koriste pri mjerenju glukoze, ukupnog kolesterola, triglicerida
i mokraéne kiseline, a askorbinska kiselina takoder moze interferirati u odredivanju bilirubina,

fosfata, ureje, kreatinina i razli¢itih enzima.

S druge strane, SeCerna je bolest najbrze rastu¢a kroni¢na bolest u svijetu. Kod
nekontrolirane Secerne bolesti, koncentracija glukoze u krvi kontinuirano je visoka, §to rezultira
pojac¢anim izluéivanjem glukoze putem bubrega. Glukoza je monosaharid za koji je poznato da
moze imati utjecaj na razli¢ite metode kemijske analize. Najpoznatija je interferencija glukoze
u odredivanju kreatinina Jaffeovom metodom, ali interferencija je do sad uocena i prilikom

odredivanja albumina i pojedinih elektrolita.

Cilj ovog istrazivanja bio je utvrditi utjecu li poviSene koncentracije askorbinske kiseline 1
glukoze na laboratorijske pretrage u mokraci. IstraZivanje je provedeno u Klini¢kom zavodu za
kemiju, KBC Sestre milosrdnice. Za istrazivanje je koriSten nasumi¢no odabrani uzorak 24
satne mokrace, a parametri koje smo odredivali su ukupni proteini, albumin, amilaza, natrij,
kalij, kloridi, kalcij, anorganski fosfati, magnezij, kreatinin, ureja i mokra¢na kiselina.
Pripremljeno je 7 uzoraka razli¢ite koncentracije dodanog interferenta. Askorbinska je kiselina

pripremljena u koncentracijama 0, 0,2, 0,4, 0,5, 1, 2 1 5 g/L, a glukoza u koncentracijama 0, 10,
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20, 30, 40, 50 i 60 mmol/L. Sva mjerenja radena su u duplikatu, za statisti¢ku analizu koristen

je program Microsoft Excel.

Rezultati istrazivanja nisu pokazali statisti¢ki znac¢ajno odstupanje prema definiranim
kriterijima prihvatljivosti za odredivanje koncentracije albumina, amilaze, natrija, kalija i
fosfata. Medutim, askorbinska je kiselina interferirala u odredivanju kloridnih, kalcijevih i
magnezijevih iona. S druge strane, poviSena koncentracija glukoze interferirala je s

odredivanjem proteina, kalcija, magnezija, kreatinina, ureje i mokra¢ne kiseline.

Na temelju dobivenih rezultata zaklju¢ujemo da rezultate analize odredenih parametara
kod pacijenata koji imaju poviSene koncentracije glukoze i/ili askorbinske kiseline u mokraci

treba tumaditi s oprezom.

SUMMARY

Urine analysis is one of the most used diagnostic procedures, and in addition to being
diagnostic tool, it is used as the sample of choice for screening various diseases, in monitoring

the course of the disease and treatment progress.

Interferences are a major source of preanalytical errors in laboratory medicine. The
presence of various exogenous or endogenous substances can interfere with the measurement
and lead to falsely elevated or falsely reduced results of chemical analysis, which is why it is
necessary to know possible interferences for each test to avoid issuing incorrect laboratory

reports and directing diagnostics in the wrong direction.

Ascorbic acid is a powerful reducing and antioxidant agent and the most commonly used
vitamin food supplement. It is a chemically active molecule that is easily absorbed from the
digestive tract and rapidly distributed to body tissues. Since vitamin C belongs to the group of
water-soluble vitamins, if taken in excess, it is quickly eliminated unchanged from the body
through the urine. Consequently, the urine of such patients contains a higher concentration of
this vitamin than usual. Due to its reductive ability, ascorbic acid is a known interfering
compound in biochemical tests that include indicator systems with oxidases and peroxidases.
These tests are used to measure glucose, total cholesterol, triglycerides and urate, while ascorbic
acid can also interfere with the determination of bilirubin, phosphate, urea, creatinine and

various enzymes.
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On the other hand, diabetes is the fastest growing chronic disease in the world. In poorly
controlled diabetes, the concentration of glucose in the blood is continuously high, which results
in increased excretion of glucose through the kidneys. Glucose is a monosaccharide that is
known to affect various methods of chemical analysis. The most well-known is the interference
of glucose in the determination of creatinine by the Jaffe method, but the interference has so far

also been observed in the determination of albumin and certain electrolytes.

The aim of this research was to determine whether elevated concentrations of ascorbic acid
and glucose affect laboratory tests in urine. The research was conducted at the Clinical Institute
of Chemistry, KBC Sestre milosrdnice. A randomly selected 24-hour urine sample was used
for the research, and the parameters we determined were total proteins, albumin, amylase,
sodium, potassium, chlorides, calcium, inorganic phosphates, magnesium, creatinine, urea and
uric acid. 7 samples of different concentrations of the added interferent were prepared. Ascorbic
acid was prepared in concentrations of 0, 0.2, 0.4, 0.5, 1, 2 and 5 g/L, and glucose in
concentrations of 0, 10, 20, 30, 40, 50 and 60 mmol/L. All measurements were made in

duplicate, while the Microsoft Excel program was used for statistical analysis.

The results of the research showed no statistically significant deviation according to the
defined acceptance criteria for determining the concentration of albumin, amylase, sodium,
potassium and phosphate. However, ascorbic acid interfered in the determination of chloride,
calcium and magnesium ions. On the other hand, elevated glucose concentration interfered with

the determination of protein, calcium, magnesium, creatinine, urea and uric acid.

Based on the obtained results, we conclude that the results of the analysis of certain
parameters in patients with elevated concentrations of glucose and/or ascorbic acid in the urine

should be interpreted with caution.
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