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1. UvOD

1.1 Mokraéa

Zbog neinvazivnosti i jednostavnosti uzorkovanja te lako¢e dobivanja velike koli¢ine
uzorka, mokra¢a je najceS¢i ekstravaskularni uzorak u laboratorijskoj medicini. Osim
navedenih prednosti postoje 1 nedostatci mokra¢e kao uzorka poput velike bioloSke
varijabilnosti izlu¢ivanja pojedinih sastavnica (dob, spol, laktacija, trudnoca), brojnih
predanalitickih ¢imbenika koji mogu utjecati na rezultate pretraga (prehrana, fizicka aktivnost,
unos tekucine, diureza) te takoder zbog svog kemijskog sastava broj analita koji se moze
odredivati u mokra¢i je ograni¢en. (Nikolac Gabaj i sur., 2019; Cvoriséec i Cepelak, 2009)

Usprkos navedenim manama, zbog svojih prednosti mokraca je neizostavan dio
rutinskog pregleda pacijenta te ima vaznu ulogu u testovima probira, postavljanju dijagnoze,
pracenju tijeka bolesti 1 uspjeSnosti lije¢enja. (Nikolac Gabaj i sur., 2019; Topi¢ i sur., 2018)

Mokraca nastaje u nefronima u bubrezima nakon ¢ega se iz bubrega mokracovodima
(ureteri) odvodi u mokra¢ni mjehur te putem mokraéne cijevi (uretra) izbacuje iz organizma.
Bubrezi su parni organ smjesten u retroperitonealnoj Supljini u lumbalnom predjelu, a desni
bubreg smjesten je nize od lijevog. Bubreg je graden od kore (cortex) i srzi (medulla). Osnovna
funkcija bubrega je uklanjanje nepotrebnih i Stetnih (soli, duSikovi spojevi, lijekovi i metaboliti
lijekova, otrovi, produkti metabolizma, proteini), a zadrzavanje korisnih tvari u organizmu
(glukoza, elektroliti, proteini, aminokiseline). Bubrezi takoder imaju 1 funkciju u odrzavanju
acido-bazne ravnoteze kontrolom reapsorpcije bikarbonata i ekskrecije protona u mokracu.
(Nikolac Gabaj i sur., 2019; Cvoriséec i Cepelak, 2009)

Nefron je osnovna funkcionalna jedinica bubrega i svaki bubreg sadrzi prosjecno 600
000 nefrona. Nefron (Slika 1) je graden od glomerula u kojem dolazi do ultrafiltracije krvne
plazme u Bowmanovu €ahuru i tubula u kojima se glomerularni filtrat (primarna mokraca)
ukoncentrirava. Krv u glomerul dovodi aferentna, a odvodi eferentna arteriola. Kod tubula
razlikujemo proksimalni tubul, silazni i uzlazni krak Henleove petlje te distalni tubul koji se
nadovezuje na kortikalni sabirni tubul. Uzlazni krak Henleove petlje deblji je od silaznog.
Vecina nefrona nalazi se u kori bubrega dok se samo zavr$ni dio silaznog i pocetni dio uzlaznog
kraka Henleove petlje nalazi u srzi bubrega zajedno s donjim dijelom kortikalnog sabirnog

tubula. (Nikolac Gabaj i sur., 2019; Cvoris¢ec i Cepelak, 2009)
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Slika 1. Grada nefrona (preuzeto i prilagodeno prema www.pinterest.com).

Prvi korak u nastanku mokrace je glomerularna filtracija. Barijera kroz koju se krv
filtrira sastoji se od tri sloja. Prvi sloj je endotel fenestriranih kapilara koji sadrze otvore
(fenestre) velicine oko 60 nm kroz koje prolaze svi sastojci krvi osim krvnih stanica i ve¢ih
proteina. Drugi sloj je bazalna membrana koja se sastoji od 3 sloja: lamina rara interna (najblizi
fenestriranim kapilarama), lamina densa i lamina rara externa (najdalji od fenestriranih
kapilara). Lamina densa glavni je sloj koji zaustavlja prolazak velikih proteina i molekula u
primarnu mokracu. Sloj endotela kapilara i bazalne membrane negativno je nabijen zbog
prisutnih glikoproteina, glukozaminoglikana 1 proteoglikana Sto dodatno sprjeava ulaz
negativnih molekula u primarnu mokracu. Treci i zadnji sloj je sloj podocita, stanica koje imaju
mnoge izdanke koji se medusobno ispreplicu i tvore gusto sito promjera pora izmedu 25 i 60
nm ¢ime omogucuju filtriranje proteina ve¢ih od 60 kDa od ostatka tvari koji se na kraju
filtriraju u Bowmanovu ¢ahuru i tvore primarnu mokrac¢u. (Nikolac Gabaj i sur., 2019)

Drugi korak u nastanku mokrace je prolazak nastale primarne mokrace kroz tubule u

kojima se dogada reapsorpcija vode, elektrolita, odredenih molekula poput ureje, glukoze,
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aminokiselina i niskomolekularnih proteina te izlu¢ivanja pojedinih tvari poput lijekova, kalija,
amonijaka i manjeg dijela uratnih iona i kreatinina. Do reapsorpcije dolazi u mrezi kapilara koja
okruzuje tubule. Mrezu kapilara tvore kapilare koje su nastale grananjem eferentne arteriole, a
mreza se nastavlja na venulu koja odvodi krv iz nefrona i bubrega. (Nikolac Gabaj i sur., 2019)

Iz glomerularnog filtrata reapsorbira se oko 99 % vode. Oko 80 % reapsorbira se u
proksimalnom tubulu osmozom zbog reapsorpcije razliCitih niskomolekularnih tvari.
Reapsorpcija u proksimalnom tubulu naziva se obligatorna reapsorpcija vode zbog toga sto je
konstantna, a odredena je samo koli¢inom reapsorbirane krute tvari. Ostatak reapsorpcije vode
dogada se u distalnom tubulu 1 koritkalnom sabirnom tubulu pod uc¢inkom antidiuretskog
hormona (ADH) §to se naziva fakultativnom reapsorpcijom jer je ona varijabilna, ovisi o stanju
hidriranosti organizma te se regulira prema fizioloskim potrebama. (Cvoriséec i Cepelak, 2009)

ADH je peptid kojeg luci straznji dio reznja hipofize, a primarno je odgovoran za
povecano zadrZavanje vode u organizmu tako Sto stimulira ugradnju akvaporina na apikalnu
stranu distalnih tubula i kortikalnog sabirnog tubula te tako povecava propusnost tubula za
vodu. Ukoliko organizam nije dovoljno hidriran, pove¢ano lu¢enje ADH omogucit ¢e manji
gubitak vode mokrac¢om dok ¢e kod dovoljnog unosa vode manjak ADH rezultirati manjom
reapsorpcijom i ve¢im prolaskom u mokracu. (Nikolac Gabaj i sur., 2019)

U proksimalnom tubulu dolazi do glavnine reapsorpcije tvari. Pomocu specifi¢nih
transportera na membrani proksimalnog tubula, glukoza i aminokiseline u potpunosti se odvode
iz primarne mokrace u krvotok. Nadalje, reapsorbiraju se ioni kalija, bikarbonata, natrija, klora,
fosfata i kalcija te uratni ioni i dio ureje. Takoder u proksimalnom tubulu dolazi i do sekrecije
metabolita lijekova, amonijaka i manjeg dijela uratnih iona i kreatinina. (Nikolac Gabaj i sur.,
2019)

Na proksimalni tubul nastavlja se Henleova petlja. Silazni krak petlje propustan je za
vodu no izrazito malo propusan za ione, dok je uzlazni krak nepropustan za vodu, a propustan
za ione. Zbog toga se prolaskom mokrace kroz silazni krak mokraca ukoncentrirava zbog
izlaska vode osmozom u hipertoni¢ni medularni prostor i pri samom dnu petlje je
najkoncentriranija. Takva koncentrirana mokrac¢a prolaskom kroz uzlazni krak Henleove petlje
koji je propustan za ione ponovo se razrjeduje izlaskom iona natrija 1 posljedi¢no klora prvo
pasivnim, a zatim aktivnim transportom iz tubula $to ponovo medularni prostor ¢ini
hipertoni¢nim i u silaznom kraku petlje dolazi do ponovne osmoze vode iz tubula u medularni
prostor. Posljedica takve fiziologije je da se u Henleovoj petlji reapsorbira oko 25 % natrijevih
i kloridnih iona, a takoder i kako je donji dio Henleove petlje unutar medule bubrega u razini s

donjim dijelom kortikalnog sabirnog kanala, zbog hipertoni¢nosti okoline omogucena je
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reapsorpcija vode osmozom iz mokra¢e u sabirnom kanalu pod utjecajem ranije opisanog
antidiuretskog hormona. (Nikolac Gabaj i sur., 2019; Guyton i Hall, 2017)

U distalnom tubulu pod utjecajem aldosterona dolazi do reapsorpcije iona natrija i klora
uz bikarbonatne ione te sekrecije kalijevih i vodikovih iona. Aldosteron je steroidni hormon
kojeg Iu¢i adrenalna zlijezda. Dio je renin-angiotenzin-aldosteronskog sustava koji regulira
krvni tlak 1 pove¢ana mu je aktivnost kod hipotenzije, a djeluje u distalnom tubulu na nacin da
povecava sekreciju kalija u mokracu u zamjenu za natrij iz mokraée u krvotok, a posljedicno
zbog reapsorpcije natrija dolazi i do reapsorpcije vode 1 povecavanja volumena krvi 1 krvnog
tlaka. (Nikolac Gabaj i sur., 2019; Cvori$éec i Cepelak, 2009)

Na kraju iz distalnog tubula mokraca prolazi u kortikalni sabirni kanal u kojem se
sakuplja nastala mokraca iz razli¢itih nefrona, dolazi do fakultativne reapsorpcije vode i nastala

mokraca odvodi se ureterom iz bubrega u mokra¢ni mjehur. (Nikolac Gabaj 1 sur., 2019)

1.2 Pretrage u mokraci

Najcesca pretraga u mokraci je kvalitativna analiza mokrace koja se ugrubo dijeli na
fizikalni pregled mokrace, kemijski pregled mokra¢e i mikroskopski pregled mokraénog
sedimenta. U fizikalni pregled mokrace spada vizualni pregled mokrace, odnosno utvrdivanje
izgleda 1 boje mokrace u svrhu prvog probira na prisutnost patoloskih elemenata. U kemijski
pregled ubraja se odredivanje pH 1 relativne volumne mase mokracée te prisutnost odredenih
otopljenih sastojaka mokrace, dok se u pregledu mokra¢nog sedimenta odreduje prisutnost
stani¢nih elemenata, kristala, sluzi i mikroorganizama. (Cvoriséec i Cepelak, 2009)

Najveci broj analita u mokraci odreduje se kvantitativnim metodama. Najcesce

kvantitativne pretrage u mokraci navedene su u Tablici 1. (Nikolac Gabaj i sur., 2019)

Tablica 1. Kvantitativne pretrage u mokraci (preuzeto i prilagodeno prema Nikolac Gabaj i

sur., (2019) uz dopustenje izdavaca)

GRUPA TESTOVA PRETRAGE
Alkoholi Metanol, etanol, izopropanol, etilen-glikol
Aminokiseline Alanin, asparagin, arginin, beta-alanin,

citrulin, cistein, etanolamin, glicin,

glutamat, hidroksilizin, histidin,



Elektroliti

Elementi u tragovima

Enzimi
Hormoni nadbubrezne zlijezde

Organske Kiseline

Katekolamini

Metaboliti

Metanefrini

Proteini

Serotonin i metaboliti

homocistein, leucin, lizin, metionin, ornitin,
sarkozin, serin, taurin, tirozin, triptofan,
valin, itd.

Anorganski fosfati, kalcij, kalij, klor,

magnezij, natrij, osmolalnost

Bakar, cink, fluor, jod, kobalt, krom,

magnezij, molibden, nikal, selen, srebro
Amilaza, N-acetil-B-D-glukozaminidaza
Aldosteron, slobodni kortizol
4-OH-fenilmlije¢na, 4-OH-fenilpropionska,
hidroksimalonska, 2-OH-izovaleri¢na,

palmitinska, orotska, mandeli¢na,

mevalonska, itd.

Adrenalin, homovanilinska kiselina (HVA),
metaboliti dopamina, noradrenalin,

vanilmandeli¢na kiselina (VMA)

Citrat, cistin, glukoza, kreatinin, urat,

oksalat, urea
Metanefrin, normetanefrin, metoksitiramin

Albumin, ol-mikroglobulin, cistatin C,
NGAL (engl. neutrophil gelatinase-
associated lipocalin, lipokalin povezan s
neutrofilnom Zelatinazom), Bence-Jonesov
protein, KIM-1 (engl. kidney injury
molecule-1, molekula ozljede bubrega-1),
retinol vezuju¢i protein (RBP), C-peptid, 2-
mikroglobulin,  elektroforeza  proteina

mokrace, ukupni proteini

5-hidroksiindoloctena kiselina (5-HIAA), 5-
hidroksitriptofan (5-HTP)



Sredstva ovisnosti Amfetamini, metamfetamin,
benzodiazepini, barbiturati, LSD (engl.
lysergic acid diethylamide, dietilamid
lizerginske kiseline), fenciklidin, ketamin,
kanabinoidi, kokain, opioidi

Toksi¢ni metali Aluminij, antimon, arsen, kadmij, olovo,
platina, talij, Ziva

Vitamini 4-piridoksic¢na kiselina, biotin (B7),
pantotenska kiselina (B5), riboflavin (B2),
askorbinska kiselina (vitamin C), N-metil-

nikotinamid

1.2.1. Proteini
Proteini su bioloSke makromolekule gradene od aminokiselina spojenih peptidnom

vezom. Svaki protein karakteristican je svojim slijedom aminokiselina koji uvjetuje njegovu
funkciju. Proteini su medusobno heterogena skupina molekula i specifi¢ni su za pojedina tkiva
1organe. Neke od mnogih funkcija koje proteini obavljaju u krvi su: zastita organizma, transport
molekula, odrzavanje koloidno-osmotskog tlaka, kataliziranje reakcija kao enzimi, odrzavanje
pH krvi zbog toga Sto djeluju kao puferi, omogucéavanje koagulacije krvi, skladistenje molekula,
glasnici medu stanicama 1 tkivima u obliku hormona. FizioloSki u mokraé¢i zdravih osoba
izluCuje se mali udio proteina i to onih koji su dovoljno mali da produ u glomerularni filtrat, a
to su proteini ¢ija je molekulska masa manja od 70 kDa s time da se vecina tih proteina ponovo
reapsorbira u tubulima nazad u krvotok Sto na kraju rezultira da je ukupna koli¢ina proteina u
mokraci zdrave osobe do 0,07 g/L. Tako niske koncentracije proteina se klasi¢nim rutinskim
analitickim metodama ne mogu kvalitativno dokazati pa se kolokvijalno kaze da mokraca
zdrave osobe ne sadrZi proteine. Povecane koli¢ine proteina u mokrac¢i nazivaju se proteinurija,
a dijele se na funkcionalne, organske i paraproteinurije. Funkcionalne proteinurije se pojavljuju
nakon teZzeg fizickog napora, kod trudnica ili kao ortostatska proteinurija §to je prisutna benigna
proteinurija kod mladih osoba koja izostaje ukoliko osoba miruje ili leZi. Organske proteinurije
se ovisno o uzroku dijele na predbubrezne ¢iji najées¢i su uzrok bolesti kardiovaskularnog
sustava, bubrezne koje su posljedice bolesti bubrega i poslijebubrezne koje su posljedica bolesti

urogenitalnog trakta, odnosno organa kroz koji mokraca prolazi nakon nastanka u bubrezima.
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Organske proteinurije mozemo podijeliti i na glomerularne, koje karakteriziraju pojave proteina
molekulske mase veée od 70 kDa zbog vecée propustljivosti glomerula, i tubularne proteinurije,
koje su karakterizirane pojavom proteina manje molekulske mase koji se zbog bolesti tubula
nisu reapsorbirali. Paraproteinurije su posebne vrste proteinurija kod kojih su u mokraéi prisutni
monoklonalni slobodni laki lanci imunoglobulina. Paraproteinurije su karakteristicne za
multiple mijelome i imunoproliferativne bolesti. (Cvoriséec i Cepelak, 2009)

Albumin se sintetizira isklju¢ivo u jetri i u odnosu na ostale proteine u krvi je
najzastupljeniji. NajvaZznije funkcije u krvi su mu transport molekula 1 tvari te odrZzavanje
onkotskog tlaka. lako i nekim stanjima poput dehidracije mu je koli¢ina u krvi povecana
(hiperalbuminemija), klini¢ki su znacajnija stanja u kojima je njegova koli¢ina u krvi smanjena
(hipoalbuminemija) §to moze ukazivati na bolesti jetre, bolesti bubrega, teSke opekline 1
enteritis. Kako se sintetizira iskljucivo u jetri, zbog bolesti jetre posljedi¢no dolazi do smanjenja
sinteze albumina, a kod bolesti bubrega i enteritisa dolazi do gubitka albumina zbog vece
propusnosti glomerula, odnosno tkiva crijeva. Posljedica hipoalbuminemije je naruSavanje
onkotskog tlaka i pojava edema. Hipoalbuminemija je posebno izrazena kod nefrotskog
sindroma kada je prisutna masovna proteinurija i gubitak albumina, ali i ostalih proteina
mokracom. Prisustvo albumina u mokraci takoder je znaCajno za odredivanje razine oStecenja

glomerula i odredivanje selektivnosti proteinurije. (Cvoriséec i Cepelak, 2009)

1.2.2. Elektroliti
Metabolizam fosfora i kalcija usko je povezan, pa se uglavnom razmatraju zajedno i

promjene u serumu su im recipro¢ne. Kalcij i fosfor zajedno ¢ine najve¢i dio mineralnog sastava
kostiju pa je njihovo povecanje u serumu i mokraci pokazatelj bolesti povezanih s kostima.
Paratireoidni hormon (PTH) i kalcitriol (aktivni oblik vitamina D) regulatori su reapsorpcije
kalcija i fosfora u tubulima. Kalcitriol povecava reapsorpciju Kalcija i fosfata, dok PTH
poveéava reapsorpciju kalcija, no smanjuje reapsorpciju fosfata u tubulima. (Cvoriséec i
Cepelak, 2009)

Fosfor u organizmu sastavni je dio fosfolipida, nukleinskih kiselina i nukleotida,
adenozin trifosfata (ATP) i kofaktora u stanici. Fosfor se u serumu nalazi u obliku primarnih i
sekundarnih fosfata. Hiperfosfaturija prisutna je kod hiperparatireoidizma, hipovitaminoze D
uz normalan unos fosfata i niski unos kalcija te bubrezne tubularne acidoze. Hipofosfaturija
prisutna je kod hipoparatireoidizma, hipovitaminoze D uz visoki unos kalcija, osteomalacije,

rahitisa, celijakije, steatoreje i kroni¢ne bubrezne insuficijencije kada zbog gubitka kalcija



mokra¢om dolazi do retencije fosfata u serumu i manjeg gubljenja mokra¢om. (Cvoriséec i
Cepelak, 2009)

Vecina kalcija u organizmu nalazi se u kostima. Kalcij ima mnoge uloge u organizmu,
ima ulogu kao sekundarni glasnik u stanici, u ekscitabilnosti neuromuskularnog tkiva,
koagulaciji krvi, mi$i¢énim kontrakcijama te aktivira pojedine enzime. Kalcij u serumu prisutan
je kao difuzibilni koji moze difundirati kroz polupropusne membrane i nedifuzibilni koji je
vezan za albumin. Veéina difuzibilnog kalcija otpada na ionizirani kalcij koji je fizioloski
aktivan, a manji dio u krvi nalazi se u obliku soli fosfata, citrata i bikarbonata u ¢ijim oblicima
je kalcij neaktivan. Koli¢ina ioniziranog kalcija ovisi o pH krvi. Hiperkalcemija prisutna je kod
hiperparatireoidizma, hipervitaminoze D, multiplog mijeloma i neoplasti¢nih bolesti kostiju te
acidoze zbog povecanja ioniziranog kalcija u serumu $to onda prati i povecanje izlu¢ivanja
kalcija mokracom (hiperkalciurija). Hipokalcemija je prisutna kod hipoparatireoidizma,
rahitisa, osteomalacije, hipovitaminoze D i proteinurija kada se kalcij gubi mokracom vezan za
albumine koji prolaze u mokraéu. (Cvorisé¢ec i Cepelak, 2009) Poveéano izlu¢ivanje kalcija u
mokraci javlja se kod hiperparatireoidizma, kosStanih metastaza, osteoporoze, Cushingovog
sindroma, akromegalije, bubrezne tubularne acidoze, idiopatske hiperkalciurije, tireotoksikoze,
Pagetove bolesti, sarkoidoze i Wilsonove bolesti, dok je hipokalciurija prisutna kod
hipoparatireoidizma, rahitisa, osteomalacije, akutnog nefritisa, zlo¢udnih bolesti, hipotireoze,
celijakije i steatoreje. (Nikolac Gabaj i sur., 2019)

Natrij je najvazniji i najbrojniji izvanstani¢ni kation. Bitan je kod odrzavanja osmotskog
tlaka i reapsorpcije tvari sekundarnim aktivnim prijenosom. Na njegovu koli¢inu u mokraci
utje¢u hormon aldosteron koji povecava njegovu reapsorpciju u distalnim tubulima te sréani
natrijuretski peptidi koji povecavaju njegovo izluCivanje mokra¢om. Hiponatrijemija je
prisutna kod povracanja, jake diureze, smanjenog rada nabubrezne zlijezde i smanjenog
izlu€ivanja aldosterona (Addisonova bolest), bubreznim bolestima zbog veéeg gubitka
mokra¢om i kod smanjenog unosa natrija hranom. Hipernatrijemija je priustna kod pojacanog
rada nadbubrezne zlijezde (Cushingov sindrom), dehidracije i nekontrolirane terapije NacCl.
(Cvoriséec i Cepelak, 2009) Natrij u mokraéi se odreduje za razlikovanje predbubreznog od
bubreznog zatajivanja, kod bubreZnih bolesti, procjene dnevnog unosa natrija, terapije
diureticima, opeklina 1 metabolicke alkaloze. (Nikolac Gabaj 1 sur., 2019) PoviSene
koncentracije u mokraéi nalazimo kod adrenokortikalne insuficijencije, nefropatije s gubitkom
soli, bubrezne tubularne acidoze, Sec¢erne bolesti, neprikladnog lu¢enja ADH te alkaloze, a
snizene kod izvanbubreznog gubitka natrija, adrenokortikalne hiperfunkcije, smanjene

glomerularne filtracije, oligurije i predbubrezne azotemije.



Kalij je glavni unutarstani¢ni kation. U usporedbi s natrijem, ne postoji bubrezni prag
za kalij ve¢ se reapsorpcija i sekrecija kalija u mokra¢i dogada posredno djelovanjem na
izlu¢ivanje 1 reapsorpciju natrija na Ciju koncentraciju u mokra¢i i serumu ima utjecaj
aldosteron €iji je u€inak reapsorpcija natrija u serum, u zamjenu za kalij iz seruma u mokracu.
Smanjena koncentracija kalija u krvi (hipokalijemija) prisutna je kod povecanog gubitka kalija
diurezom ili dijareom, dilucije izvanstani¢ne tekucine zbog terapije fizioloskom otopinom i
nedovoljnog unosa. Hiperkalijemija se pojavljuje pri dehidraciji ili kada se kalij daje terapijski
ito u brze nego $to se izlu¢uje mokracom. Kako je koncentracija kalija u serumu pod kontrolom
aldosterona, poremecaji u radu nadbubrezne Zlijezde rezultiraju smanjenjem koncentracije
kalija u mokra¢i kod Addisonove bolesti 1 pove¢anjem njegove koncentracije kod Cushingovog
sindroma. (Cvoriséec i Cepelak, 2009) Osim kod bolesti nadbubrezne Zlijezde, odredivanje
kalija u mokraci klinicki je znacajno kod bubreznih bolesti, procjene dnevnog unosa natrija,
gastrointestinalnih gubitaka i terapije diureticima. (Nikolac Gabaj i sur., 2019)

Kloridi su glavni anioni izvanstani¢ne tekucine. Prolaze u glomerularni filtrat, no gotovo
Citavi se pasivno reasporbiraju. Zajedno s natrijem povecano se izluCuju i u znoju.
Hiperkloremija prisutna je kod dehidracije, dekompenziranih src¢anih bolesti 1 u respiracijskoj
alkalozi. Hipokloremija pisutna je kod povracanja jer dolazi do gubitka klora preko HCI iz
zeludca, proljeva zbog gubitka tekucine, pluénih bolesti 1 nastanka edema. Kod kroni¢nih
bubreznih bolesti zbog smanjene reapsorpcije u tubulima dolazi do povecanja koncentracije
klorida u mokra¢i i smanjenja koncentracije Kklorida u serumu. U pravilu promjene
koncentracije klora prate promjene koncentracije natrija pa je odredivanja klora u mokraci
znacajno 1 kod bolesti koje imaju utjecaj na koli¢inu natrija u mokraci poput Cushingovog
sindroma i primarnog aldosteronizma. U metabolickoj alkalozi dolazi do povecanog gubitka
klorida mokraéom zbog poveéane reapsorpcije bikarbonatnog aniona. (Cvoriiéec i Cepelak,
2009)

Nakon kalija, drugi najzastupljeniji unutarstani¢ni kation je magnezij. Magnezij ima
brojne uloge kao aktivator enzima, sudjeluje u regulaciji stani¢ne propusnosti i
neuromuskularne podraZljivosti. Ve¢ina unesenog magnezija eliminira se fecesom, no kod
velikog unosa povecava se njegova eliminacija mokracom. Metabolizam magnezija kontroliran
je paratireoidnim hormonom (PTH), koji smanjuje njegovu apsorpciju i povecava izlu¢ivanje
mokra¢om, mineralokortikoidima, inuzlinom i hormonima Stitnjac¢e koji takoder povecavaju
njegovo izlu€ivanje mokracom, dok adrenalin povecava koncentraciju magnezija u serumu.
Vecina magnezija u krvi je difuzibilna, izmedu 70 i 85 %, dok je ostatak vezan za albumin.

Diuretici Henleove petlje djeluju na nain da inhibiraju reaporpciju magnezija u uzlaznom
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kraku petlje te zbog toga dolazi do poveéanja koncentracije magnezija U mokrac¢i. Promjene
koncentracije magnezija prate promjene koncentracije kalija i kalcija. (Cvoridéec i Cepelak,
2009) Pojacano izluc¢ivanje magnezija mokra¢om karakteristicno je za hiperaldosteronizam i
bolesti bubrega, dok je snizeno najcesce posljedica nedovoljnog unosa i gastrointestinalnih
bolesti. (Nikolac Gabaj i sur., 2019)

1.2.3. Metaboliti
Kreatinin je produkt spontanog metabolizma kreatina i kreatin-fosfata koji sluzi kao

donor fosfata za nastanak ATP-a u misi¢ima. Kreatinin se eliminira mokra¢om u koju veéim
dijelom dolazi glomerularnom filtracijom. Dio u mokrac¢u dolazi 1 izlu¢ivanjem u tubulima, no
taj dio u mokraci je izrazito mali pa je klinicka vaznost kreatinina vezana za bolesti bubrega.
Kako gotovo cijeli kreatinin u mokracu dolazi glomerularnom filtracijom, kreatinin nam sluzi
za odredivanje brzine glomerularne filtracije (GFR, engl. glomerular filtration rate), prac¢enje
akutnih 1 kroni¢nih bubreznih bolesti 1 zajedno s urejom sluzi za diferencijalnu dijagnozu
prerenalnih i postrenalnih stanja. Koncentracija kreatinina u serumu raste ukoliko dolazi do
smanjenja brzine glomerularne filtracije. Njegovo izlu¢ivanje u mokracu je konstanta pa se
takoder koristi i za provjeru je li sakupljena cijela 24-satna mokraca ili je uzorak razrijeden i
modificiran. (Cvoriéec i Cepelak, 2009) Povisene koncentracije u mokraéi nalazimo u
akromegaliji, gigantizmu, Secernoj bolesti i hipotireoidizmu, dok su klini¢ki puno znacajnije
snizene koncentracije kod bubreznih bolesti, hipertireoidizma, miSi¢ne distrofije, anemija i
leukemija.

Ureja je glavni metabolicki produkt kod eliminacije dusSika iz organizma. Sintetizira se
ureja ciklusom u jetri. Oko 90 % ureje eliminira se iz organizma bubrezima i mokrac¢om pa je
klini¢ki znacaj ureje kod odredivanja bubrezne funkcije. Posebice zajedno s koncentracijom
kreatinina u mokra¢i 1 serumu jer usporedbom ta dva parametra mozemo diferencijalno
dijagnosticirati prerenalne, renalne i postrenalne hiperuremije. Hiperuremija prisutna je kod
teskih dehidracija, akutnih i kroni¢nih bubreznih bolesti, povecanog katabolizma proteina,
zatajenja srca i smanjenja brzine glomerularne filtracije i perfuzije bubrega te kod dugotrajne
terapije glukokortikoidima. Hipouremija prisutna je kod dugotrajnog gladovanja, metaboli¢kih
poremecaja ureja ciklusa i teSkog oStecenja jetre kada je smanjena sinteza ureje. Serumska
koncentracija ureje nesto je visa kod osoba koje unose viSe proteina nego osoba koje unose
manje proteina. (Cvoriséec i Cepelak, 2009) Koncentracija ureje u mokraéi takoder se odreduje

kod pacijenata na parenteralnoj prehrani i za procjenu koli¢ine dusika u organizmu. (Nikolac
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Gabaj 1 sur., 2019) Povisene koncentracije nalazimo u hiperparatireoidizmu, a sniZzene u
jetrenim bolestima, toksemiji i bubreznom osteéenju.

Mokraéna kiselina ili urat konacni je produkt metabolizma purina (adenin, gvanin).
Urati se ve¢im dijelom izlu¢uju mokra¢om i prolaze u glomerularni filtrat, no reapsorbiraju se
i konac¢na koli¢ina mokracne kiseline u mokraci dolazi od sekrecije urata u distalnim tubulima.
S izluCivanjem urata u mokracu interferiraju ketonske kiseline i mlije¢na kiselina.
Hiperuricemija prisutna je kod pojacane sinteze purina, pove¢anog unosa purina mesom i
smanjenog izlu¢ivanja bubregom. Upalna bolest koja se razvija kod hiperuricemije kada se
mokra¢na kiselina talozi u zglobove naziva se giht. Kod hiperuricemije takoder su cesti
bubreZni kamenci mokraéne kiseline koji su posljedica velike koli¢ine mokra¢ne kiseline u
mokraci. Izlu¢ivanje urata mokracom smanjeno je kod akutnih i kroni¢nih bubreZznih bolesti.
Hipouricemija je rjeda, a najces¢e se pojavljuje kod terapije gihta alopurinolom koji inhibira
nastanak mokraéne kiseline. (Cvoridéec i Cepelak, 2009) U mokraéi koli¢ina mokraéne kiseline
odreduje se kod pacijenata na terapiji urikozuri¢nim lijekovima, dijagnostike gihta i
dijagnostike i prac¢enja nefrolitijaze kada se pojavljuju kamenci mokracne kiseline i kalcija u
bubregu. (Nikolac Gabaj i sur., 2019) Povisene koncentracije nalazimo kod leukemije,
Wilsonove bolesti, virusnog hepatitisa i anemije srpastih stanica, a snizene kod nedostatka folne

kiseline te trovanja olovom.

1.2.4. Hormoni
Kortizol je glavni predstavnik skupine hormona pod nazivom glukokortikoidi koje

izluCuje nadbubrezna zlijezda, specificnije zona fasciculata. Glavni ucinak kortizola je
povecanje razine glukoze u krvi na nacin da stimulira glukoneogenezu povecanom razgradnjom
proteina, glikogenezu u jetri i glikogenolizu u skeletnom misi¢u. Kortizol takoder potice i
lipolizu Sto rezultira pove¢anjem slobodnih masnih kiselina u krvotoku, a takoder smanjuje
apsorpciju kalcija iz crijeva i reapsorpciju kalcija i fosfata u bubregu. Osim navedenih
metabolickih utjecaja, kortizol ima ulogu 1 u imunosupresiji Sto se koristi terapijski koriStenjem
njegovih analoga. Kroni¢na primjena njegovih analoga u terapijske svrhe rezultira simptomima
koji su jednaki simptomima hiperfunkcije nadbubrezne Zlijezde (Cushingov sindrom), a to su
osteoporoza zbog povecanja katabolizma proteina koStanog matriksa i smanjene apsorpcije
kalcija, hiperglikemija i pojava dijabetesa Sto moze rezultirati i pojavom glukoze u mokraci,
hipertenzijom, debljinom, hirzuitizmom. Smanjene koncentracije kortizola u krvi rezultiraju

hipoglikemijom, hipotenzijom i gubitkom na tezini. Kortizol prati cirkadijani ritam izlu¢ivanja
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Sto znaci da su mu koncentracije najvise ujutro, a smanjuju se tokom dana. Kortizol u krvi
ve¢im dijelom vezan je za specifi¢ni transporter transkortin, manjim dijelom za albumin, a samo
par posto je u slobodnoj frakciji i biologki aktivno. (Cvoriséec i Capelak, 2009) U mokraéi se
odreduje slobodna frakcija kortizola koja je bioloski aktivna, to jest nije prosla metabolicke
promjene. Koli¢ina slobodnog kortizola u mokraéi i serumu je proporcionalna, odnosno
povecanje kortizola u serumu ocituje se kao povecanje koncentracije kortizola u mokracéi.
Prednost odredivanja kortizola u 24-satnoj mokraci je ta da se izbjegava utjecaj cirkadijanog
ritma njegovog izlu€ivanja na rezultate pretrage. Takav test je osjetljiv za dijagnostiku
hiperkortizolizma, odnosno Cushingovog sindroma i primjeren je kao test probira za viSak
kortizola. (Nikolac Gabaj 1 sur., 2019) Koncentracija kortizola povisena je kod hiperfunkcije
nadbubrezne Zlijezde (tumor nadbubrezne Zzlijezde, tumor hipofize, ektopicno Ilucenje
adrenokortikotropnog hormona (ACTH, engl. adrenocorticotropic hormone).

5-HIAA glavni je metabolit serotonina u organizmu. Sintetizira se iz aminokiseline
triptofan, a u normalnim okolnostima oko 3 % triptofana unesenog hranom pretvara se u
serotonin. Kod karcinoidnih tumora je postotak pretvorbe triptofana u serotonin ¢ak do 60 %
Sto rezultira pove¢anom koncentracijom njegovog metabolita S-HIAA u mokraéi. Karcinoidni
tumori, koji su sporo rastuc¢i neuroendokrini tumori, najées¢e zahvacaju organe probavnog
sustava, bronhe 1 timus, a klini¢ki simptomi su im proljev, crvenilo lica, sr¢ani poremecaji i
krvarenje koji su rezultat pove¢ane koncentracije transmitera serotonina u krvi. (Cvoriséec i
Capelak, 2009)

VMA krajnji je produkt metabolizma katekolamina adrenalina i noradrenalina. Klinicko
znacenje odredivanja VMA je kod dijagnoze neurokromafinih tumora poput feokromocitoma,
neuroblastoma 1 paraganglioma. Feokromocitom je tumor srzi nadbubrezne Zzlijezde,
paragangliom tumor kromafinih stanica izvan nadbubrezne Zlijezde, a neuroblastom tumor
ziv€anog tkiva te su specificni po tome $to kod njih dolazi do velikog otpustanja katekolamina
adrenalina, noradrenalina i dopamina u krvotok pa su u mokracéi prisutne vece koncentracije
njihovih metabolita. (Nikolac Gabaj i sur., 2019) Klini¢ki simptomi navedenih tumora su
tahikardija, glavobolja, hipertenzija, hiperglikemija, crvenilo, anksioznost i ostali simptomi

povezani s pove¢anim otpustanjem katekolamina u organizmu. (Cvoriséec i Capelak, 2009)
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1.3 Vrste uzoraka mokrace

Ovisno o pretragama i okolnostima pacijenta, postoji viSe vrsta uzoraka mokrace.
Razlikujemo sluc¢ajan uzorak, uzorak prve jutarnje mokrace, uzorak druge jutarnje mokrace i
24-satnu mokrac¢u. (Nikolac Gabaj i sur., 2019)

Uzorak mokrace potrebno je Sto prije analizirati jer stajanjem dolazi do djelovanja
mikroorganizama i oksidacijskih procesa S§to rezultira promjenom koncentracije analita,
odnosno promjenom izgleda i sastava mokraée te pojave laznih rezultata. (Cvoriséec i Cepelak,
2009)

Kod kvalitativne analize mokrace najée$¢i uzorak je prva jutarnja mokraca, a za
kvantitativnu analizu uzorak je 24-satna mokraca. Sastav prve jutarnje mokrace najsli¢niji je
prosje¢nom sastavu 24-satne mokrace. (Cvori§éec i Cepelak, 2009) Takoder uzorak prve
jutarnje mokrace koncentriraniji je od sluajnog uzorka mokrace zbog toga §to je prva jutarnja
mokraca u pravilu duze zadrzana u tijelu ¢ime je omogucéeno dovoljno vrijeme za rast bakterija
u mjehuru i smanjena je vjerojatnost lazno negativnog rezultata na bakterijsku infekciju
mokraénih puteva. Uzorak prve jutarnje mokrace prikladan je za bolnicke pacijente. (Nikolac
Gabaj i sur., 2019)

24-satna mokra¢a obuhvaca svu mokra¢u izmokrenu nakon prve jutarnje mokrace
jednog dana do prve jutarnje mokrace sljedeceg dana ukljucuju¢i i nju. Da bi se sprijecilo
djelovanje mikroorganizama ili promjena sastava mokrace, kod sakupljanja 24-satne mokrace
u bocu za sakupljanje ponekad se dodaje konzervans. (Nikolac Gabaj i sur., 2019; Cvoriséec i
Cepelak, 2009)

Slucajan uzorak mokra¢e nema definiran volumen, vrijeme uzorkovanja niti je osoba
prethodno pripremljena za uzorkovanje pa su Cesti lazno pozitivni ili negativni rezultati. Takav
uzorak najcesci je kod akutnih stanja i pacijenata na hitnoj pomo¢i. (Nikolac Gabaj 1 sur., 2019)

Uzorak druge jutarnje mokrace prikupljen je 2-4 sata nakon prve jutarnje mokrace te
zbog toga na njezin sastav imaju utjecaj fizicka aktivnost i unesena hrana nakon budenja. Kako
bi se povecala osjetljivost otkrivanja bakterijske infekcije, za uzorak druge jutarnje mokrace
potrebno je ograniCiti unos vode na maksimalno 200 mL nakon 22 sata prethodnog dana. U
suprotnom se takav uzorak ne moze klasificirati kao uzorak druge jutarnje mokrace ve¢ kao
slu¢ajan uzorak. Uzorak druge jutarnje mokrace najce$¢i je kod ambulantnih pacijenata.

(Nikolac Gabaj i sur., 2019)
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1.4 Postupak prikupljanja mokraée

1.4.1 Priprema bolesnika
Prije samog prikupljanja uzorka mokrace potrebno je pripremiti pacijenta za

uzorkovanje. Potrebno je izbjegavati intenzivnu fizicku aktivnost i promjenu uobicajene
koli¢ine unesene hrane i tekucine dan prije samog prikupljanja mokrace. Takoder pojedina
hrana moze utjecati na boju mokrace pa se preporuca izbjegavati unos cikle, kupina i rabarbare
jer boja mokrace moze postati bliza crvenoj; Sparoga jer mokraca postaje zelenkaste boje 1 ima
karakteristiCan miris te hrane bogate karotenima jer mokraci daju tamnozutu boju, dan prije
samog prikupljanja mokrace. Osim hrane, lijekovi 1 dodaci prehrani takoder mogu utjecati na
boju, ali i na sastav mokrace. Unos dodataka prehrani s vitaminima B-kompleksa daje mokraci
tamno zutu boju. Kako bi se izbjegli lazni rezultati i1 interferencije kod laboratorijskih pretraga,
potrebno je navesti sve lijekove i suplemente koje pacijent konzumira te obavijestiti pacijenta
da prije uzorkovanja izbjegne konzumaciju svih dodataka prehrani i lijekova koje nije propisao
lijecnik. (Nikolac Gabaj i sur., 2019)

Kod odredivanja pojedinih analita u mokraci potrebno je izbjegavati unos odredenih
namirnica nekoliko dana prije uzorkovanja kako bi se izbjegli lazni rezultati. Primjer takvog
analita je 5-HIAA koja je glavni metabolit serotonina i odreduje se u 24-satnoj mokraéi. Kako
serotonin nastaje iz triptofana, unos hrane koja je bogata tom aminokiselinom rezultirat ¢e
povecanim stvaranjem serotonina u tijelu te posljedicno ve¢om koli¢inom metabolita
serotonina koji ¢e pro¢i u mokracu i lazno poviSenom koncentracijom 5-HIAA. Primjeri takve
hrane koja se zbog navedenog razloga mora izbjegavati 3 dana prije sakupljanja mokrace za
odredivanje koncentracije 5-HIAA su avokado, banana, §ljive, oraSasti plodovi, ananas,

patlidzan i rajéica. (Nikolac Gabaj i sur., 2019; https://klinkemija.kbcsm.hr/)

Odredeni lijekovi takoder utjeCu na rezultate odredivanja koncentracije 5-HIAA u
mokraci. (Nikolac Gabaj i sur., 2019) Acetaminofen, fenacetin, metokarbamol, rezerpin,
kofein, nikotin, efedrin, diazepam 1 fenobarbital povecavaju koli¢inu 5-HIAA u mokraéi.
Lijekovi koji mogu smanjiti koncentraciju 5-HIAA u mokraci su acetilsalicilna kiselina, etanol,
imipramin, fenotiazin, levodopa, metildopa, inhibitori monoamin-oksidaze (MAQ), heparin,

izoniazid i triciklicki antidepresivi. (https://labos.ba; https://medlineplus.gov) Ovisno o izvoru

preporuca se izbjegavanje konzumacije hrane bogate triptofanom 1 lijekova koji utjecu na
koncentraciju 5-HIA A u mokra¢i 24 do 72 sata prije sakupljanja same 24-satne mokrace. (Burks
i Bao, 2016)
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1.4.2 Spremnici za mokracu
Za prikupljanje primarnog uzorka mokrace koriste se posebni spremnici i CaSe

napravljene od posebnog materijala koji je inertan za adsorpciju sastavnica mokrace. To je
posebno vazno zbog proteina u mokraéi jer ih se fizioloski u mokra¢i nalazi malo pa bi
adsorpcija na materijal spremnika znacajno utjecala na rezultat pretrage. Uzorak mokrace ne
smije se sakupljati u priru¢nim spremnicima. Preporuca se koriStenje sterilnih spremnika za
prikupljanje svih uzoraka mokrace iako se sterilan spremnik mora koristiti samo kod uzoraka
za mikrobioloSku analizu. Za prikupljanje jednokratne mokrace koriste se ¢ase, a za 24-satnu
mokraéu spremnici veéeg volumena. Case i spremnici imaju ep i ne smiju se otvarati sve do
uzorkovanja, a ¢ep sadrZi i integrirani zatvoreni sustav s iglom za prijenos uzorka mokrace iz
caSe ili spremnika u epruvetu za analizu kako bi se sprijeCio doticaj mokrace s okolinom 1 §to
manje kontaminirao uzorak mokrace. (Nikolac Gabaj 1 sur., 2019)

Case za prikupljanje mokraé¢e imaju volumen izmedu 100 i 150 mL i otvor promjera
veéi od 5 cm radi lakSeg prikupljanja uzorka. Spremnici za 24-satnu mokra¢u imaju volumen
izmedu 2 13 L. Spremnici za 24-satnu mokracu moraju biti graduirani kako bi se omogucilo
oCitavanje volumena skupljene mokrace bez otvaranja spremnika. Spremnici moraju biti
neprozirni kako bi se sprijecilo izlaganje svjetlu, a za fotoosjetljive analite poput porfirina
nacinjeni i1 od tamnijeg materijala. Spremnik je potrebno oznaciti naljepnicom na kojoj su
napisani podaci o pacijentu i uzorku, a naljepnicu zalijepiti na spremnik, a ne na ¢ep jer je tako
manja vjerojatnosti zamjene uzorka i pojave identifikacijskih pogresaka. (Nikolac Gabaj i sur.,
2019)

Za analizu mokrace najcesce se koriste epruvete s okruglim dnom bez aditiva sa zutim
¢epom volumena izmedu 6 1 10 mL. Za kompletan pregled mokrace preporuca se koristenje
epruveta s konusnim dnom. Kada se zna da analiza nece biti unutar 2 sata od primitka uzorka,

potrebno je koristiti epruvete s konzervansom. (Nikolac Gabaj i sur., 2019)

1.4.3 Postupak prikupljanja
Kod uzorkovanja mokrenjem, prvo je potrebno oprati ruke i genitalije blagim sapunom

1 obrisati ru¢nikom. Ne preporuca se koriStenje antiseptika i jakih sapuna jer mogu utjecati na
rast bakterija, lizirati stanice i utjecati na kemijske reakcije na test traci (Topi¢ i sur., 2018), dok
nepranje dovodi do pojave lazno pozitivnih rezultata na prisustvo bakterija. Prvi mlaz
kontaminiran je florom koja se nalazi u uretri pa se zbog toga sakuplja srednji mlaz mokrace.

Posljednji mlaz mokrace takoder je potrebno odbaciti. (Nikolac Gabaj i sur., 2019)
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Prilikom sakupljanja 24-satne mokrace potrebno je pratiti posebne upute. Mokraca se
skuplja u posebne standardizirane spremnike, a ovisno o pretragama koje ¢e se obavljati, u
spremniku se moZe nalaziti i konzervans. (Nikolac Gabaj i sur., 2019) Ukoliko se jedan
spremnik napuni mokracom prije nego Sto zavrSi period sakupljanja 24-satne mokrace,
nastavlja se sakupljanje u novi spremnik. Spremnike je potrebno ¢uvati na hladnom i tamnom
mjestu kako bi se rast mikroorganizama i promjena sastava mokrac¢e ograni¢ili na najmanju
mjeru. Tijekom sakupljanja potrebno je zadrzati uobicajen unos hrane i vode, a preporuca se
izbjegavanje kofeina i alkohola (etanola). Potrebno je naznaciti koje lijekove uzima pacijent

koji sakuplja 24-satnu mokracu. (https://klinkemija.kbcsm.hr)

Sakupljanje 24-satne mokrace zapocinje mokrenjem prve jutarnje mokrace nakon
budenja koja se baca, ali se zapisuje vrijeme mokrenja. Navedeno vrijeme je vrijeme u kojem
se sljede¢i dan mora pomokriti u spremnik kao zadnja skupljena mokraca. Tokom cijelog dana
pocevsi od prvog mokrenja nakon budenja, mokraca se sakuplja u spremnik na nacin da pacijent
mokracu prvo izbaci u prikladnu Cistu ¢asu iz koje onda mokracu izlije u spremnik. Ne uzorkuje
se direktno u spremnik jer time se povecava vjerojatnost kontaminacije mokrace stanicama i
ostalim kontaminatima. Ukoliko dode do kontaminacije mokra¢e nekim stranim tijelom, nije
pozeljno da pacijent samostalno izvadi kontaminant nego je potrebno naglasiti kontaminaciju

prilikom dostave 24-satne mokrace. (Cvoriséec i Cepelak, 2009; https://klinkemija.kbcsm.hr)

1.5 Konzervansi u mokraci

Konzervansi su tvari koje se upotrebljavaju prilikom prikupljanja ili pohrane uzorka
mokrace kako bipovecali stabilnost uzorka mokracée na nacin da sprijece rast mikroorganizama,
razgradnju sastavnica i oksidaciju analita u mokraci te odrZe analite otopljene u mokraci
odnosno sprije€e njihovo taloZenje na dno. Od konzervansa najceSce se koriste kiseline, a
najcesce su klorovodi¢na kiselina, octena kiselina, nitratna kiselina i borna kiselina, no mogu
se koristiti i ostali pripravci kao $to su formaldehid, natrijev karbonat, toluen, timol i parabeni.
U posljednje vrijeme kao konzervans Kkoristi se i citrat (soli citrata) kao alternativa jakim
kiselinama posto su one opasne kemikalije. (Eugster i sur., 2021; Nikolac Gabaj i sur., 2019)

Konzervansi mogu biti integrirani u primarne ili sekundarne spremnike za mokracu,
mogu se dodati prije ili neposredno nakon sakupljanja mokrace, a postoje i komercijalni
pripravci koji dolaze u obliku tableta koje se sastoje od nekoliko pripravaka u obliku soli i otope

se u mokraci. Takve tablete Cesto sadrZe soli kalija i natrija Sto interferira s odredivanjem
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elektrolita u mokrac¢i pa se za navedenu pretragu ne smiju koristiti ukoliko je sastav tablete
nepoznat. Neke tablete sadrze i formaldehid koji se oslobada i djeluje antimikrobno, no u ve¢im
koli¢inama formaldehid otopljen u vodi (formalin) poti¢e taloZenje ureje te inhibira neke
kemijske reakcije kao $to je reakcija dokazivanja prisutnosti leukocita u mokracdi test trakom
koja se temelji na reakciji u kojoj sudjeluje leukocitna esteraza, a formalin je inhibitor
navedenog enzima §to moze rezultirati lazno negativnim rezultatom na prisutnost leukocita.
Zakiseljavanje mokrace ispod pH = 3 korisno je kod odredivanja steroida, adrenalina,
noradrenalina 1 vanilmandelicne kiseline, no kiseli pH pogoduje taloZenju urata pa se
zakiseljavanje ne koristi kod odredivanja koncentracije urata. Kod odredivanja koncentracije
urata, urobilinogena i porfirina kao konzervans dodaje se blaga baza, najcesc¢e natrijev karbonat,
kako bi pH bio izmedu 8 1 9 jer je stabilnost navedenih analita u tom podrucju veca. (Nikolac
Gabaj i sur., 2019)

Zakiseljavanje je obavezno kod odredivanja katekolamina, metanefrina 1
homovanilinske kiseline (HVA) jer su ti analiti stabilni pri kiselom pH 1 u protivhom ¢e se
navedene molekule razgraditi $to ¢e rezultirati lazno snizenom koncentracijom. (Nikolac Gabaj
isur., 2019; Corcuffi sur., 2017) Najces¢i konzervans koji se koristi kod prikupljanja mokrace
za odredivanje katekolamina i metanefrina je klorovodi¢na kiselina.

Dodatan problem kod izrazito niskog pH je hidroliza sulfatiranih i konjugiranih
metanefrina i katekolamina $to interferira kod odredivanja njihove slobodne frakcije u mokraci.
To je najviSe izrazeno kod prve skupljene mokrace u spremnik za 24-satnu mokracu jer je
volumen skupljene mokrace jo$ uvijek izrazito malen i pH je niZi nego $to je na kraju kada je
skupljena cijela mokrac¢a. (Eugster i sur., 2021) Preporuc¢eni pH mokrace kod odredivanja

katekolamina jest izmedu 3 i 4. (Corcuffi sur., 2017)
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2. OBRAZLOZENJE TEME

Povecane koncentracije katekolamina adrenalina, noradrenalina, dopamina i njihovih
metabolita u mokraéi prisutne su kod razli¢itih tumora koji ih luce pa je zbog toga analiza
mokraée neophodna kod dijagnoze, praéenja i lijeCenja takvih tumora kao Sto su feokromocitom
i neuroblastom. Za odredivanje navedenih pretraga neophodno je dodavanje HCl-a u uzorak
24-satne mokrace. Ostale biokemijske i endokrinoloske pretrage prilikom obrade takvih
pacijenata odreduju se u uzorku 24-satne mokrace bez dodatka HCl-a. Stoga su se kod
pacijenata s navedenim tumorima u Klinickom zavodu za kemiju dosad sakupljala dva uzorka
24-satne mokrace, jedan s konzervansom HCIl u kojem su se odredivali katekolamini i
metanefrini, a drugi bez konzervansa u kojem su se odredivali ostali analiti.

Cilj ovog istrazivanja je utvrditi utjece li dodatak konzervansa HCI, koji je neophodan
za stabilnost katekolamina 1 njihovih metabolita na stabilnost analita u mokraci za koje inace
nije potrebno dodavati konzervans prilikom sakupljanja kako bi se utvrdilo je li umjesto
sakupljanja dva uzorka 24-satne mokrace, jednom s i jednom bez konzervansa, moguce sakupiti
samo jedan uzorak s konzervansom i u takvom uzorku provesti Zeljene pretrage. Ukratko, U
ovom radu smo analizirali rezultate ispitivanja utjecaja dodatka HCI-a u uzorak 24-satne
mokra¢e na promjene koncentracije proteina, elektrolita, ureje, urata, kreatinina, 5-HIAA,
VMA i slobodnog kortizola.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1 Prikupljanje uzoraka

Za provodenje ovog istrazivanja koriSteni su ostatni uzorci 24-satne mokrace koji su
rutinski analizirani u Klini¢kom zavodu za kemiju. Uzorci su sakupljani u 2 navrata, 8.1.2024.
1 22.1.2024. te je prikupljeno ukupno 19 uzoraka 24-satne mokrace. Istrazivanje je odobrilo
Eti¢ko povjerenstvo KBC Sestre milosrdnice (Klasa: 003-06/24-03/026; ur. broj: 251-29-11/3-
24-12).

10 mL 24-satne mokra¢e ambulantnih pacijenata koji su taj dan donijeli mokracu na
analizu uzorkovano je u epruvete za mokra¢u (VACUETTE® TUBE 10 ml Z Urine No
Additive 16x100 yellow cap-yellow ring, Round Base, non-ridged; Greiner Bio-One, Austrija).
Kriteriji kod odabira uzoraka mokrace za mjerenja su koncentracija ukupnih proteina vec¢a od
150 mg/dU i koncentracija kalcija ve¢a od 0,5 mmol/dU kako bi se osigurale vrijednosti iznad
donje granice mjernog raspona metode. Ukoliko su koncentracije ukupnih proteina i kalcija bile
vece od donje granice mjernog raspona, uzorak u epruveti je zadrzan za daljnju analizu
biokemijskih parametara i uzet je jo$ jedan uzorak iz primarnog spremnika u kojem su se
odredivali kortizol, 5-HIAA 1 VMA. Mjerenje u trenutku ukljucenja u istrazivanje bez dodatka
HCl-a oznaceno je kao mjerenje 0.

Nakon uzetih uzoraka za pocetno mjerenje, u primarni spremnik s uzorkom dodano je
13 mL 6 M klorovodi¢ne kiseline (HCI) i1 zapisano je vrijeme dodatka kiseline. Pomocu
indikatorskog papira provjeren je pH kako bi se utvrdilo da je uzorak dovoljno zakiseljen. Cilj
je bio da pH iznosi izmedu 2 i 3 $to je postignuto u svakom uzorku. Takav zakiseljeni uzorak
je pohranjen u hladnu sobu na +4 °C. Nakon 24 sata uzeta su po Cetiri nova uzorka iz svake
boce s mokracom te su dva uzorka ostavljena u hladnoj sobi do sljede¢eg dana kada su
provedene pretrage, a iz dva uzorka su provedene prethodno navedene biokemijske i
endokrinoloske pretrage. Rezultati pretraga nakon 24 sata od dodatka kiseline zabiljezeni su
pod mjerenjem 1, a rezultati nakon 48 sati od dodatka kiseline pod mjerenjem 2. Protokol je u

obliku hodograma prikazan na Slici 2.
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Uzorci 24-sztne mokrace

Kriteriji iskljucenja:
proteini < 150 mg/dU -
Ca <0,5 mmol/dU

Pocetno mjerenje (0):

- albumini, proteini, kreatinin, ureja,
urat, C3, P, Mg, K, Na, CI

- elektroforeza proteina
- B-HIAA, VMA, kortizol

U primarni spremnik dodati 13 mL &M
HCI (+ provjerza pH)

Pohraniti u hladnu sobu

Nzkon 24 satz iz primarnih spremnika
prikupiti uzorak 1iuzorak 2; uzorak 2
ostaviti u hladnoj sobi.

Prvo mjerenje nakon 24 sata (1):

- albumini, proteini, kreatinin, urejs,
urat, Ca, P, Mg, K, N3, O

- elektroforeza proteina
- 5-HIAA, VMA, kortizol

Drugo mjerenje nzkon 48 sati (2):

- albumini, proteini, kreatinin, urejs,
urat, C3, P, Mg, K Nz, O

- elektroforeza proteina
- 5-HIAA, VMA, kortizol

Slika 2. Protokol istrazivanja
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3.2 Metode mjerenja

3.2.1 Biokemijske metode
Biokemijski parametri odredeni su na biokemijskom analizatoru Abbott Alinity-C

upotrebom originalnih reagensa tvrtke Abbott (Abbott Laboratories, Chicago, IL, SAD).

Metoda kojom se odreduje koncentracija ukupnih proteina u mokraéi temelji se na
turbidimetriji. Turbidimetrija je analiticka metoda koja se temelji na smanjenju intenziteta
propustene svijetlosti kroz neki zamuéeni uzorak. Sto je uzorak vise zamudéen, to je pad
intenziteta svjetlosti ve¢i 1 koli¢ina ispitivanog analita veca. Reagens za odredivanje
koncentracije ukupnih proteina u mokrac¢i sadrZi benzetonijev klorid, agens koji denaturira
proteine u uzorku $to rezultira nastankom suspenzije koja se turbidimetrijski kvantificira na 404
nm. lzmjerena apsorbancija proporcionalna je koncentraciji proteina u uzorku.

Albumini u mokraci odreduju se imunoturbidimetrijskom metodom. Reagens sadrzi
kozja poliklonalna protutijela na ljudski albumin te mijeSanjem reagensa i uzorka dolazi do
nastanka netopljivog kompleksa albumin-antitijelo Sto se o¢ituje zamuéenjem uzorka i mjeri
turbidimetrijom. Koncentracija albumina proporcionalna je zamuéenju uzorka i padu
intenziteta propustene svijetlosti.

Kreatinin se odreduje modificiranom Jaffe-ovom metodom koja se temelji na reakciji
pikrinske kiseline i kreatinina u alkalnom mediju u kojoj nastaje narancasto obojen kompleks
kreatinin-pikrat. Porast apsorbancije pri 500 nm proporcionalan je koncentraciji kreatinina u
uzorku.

Anorganski fosfat odreduje se spektrofotometrijski. Reagens koji se koristi za
odredivanje koncentracije anorganskih fosfata sadrzi surfaktante koji omogucuju da se
anorganski fosfat odreduje u uzorku koji sadrzi proteine bez zasebnog koraka deproteinizacije,
a amonijev molibdat iz reagensa tvori kompleks s anorganskim fosfatom koji apsorbira na
valnoj duljini od 340 nm. Porast apsorbancije direktno je proporcionalan koli¢ini anorganskog
fosfata u uzorku.

Kalcij u Kiseloj otopini reagira s arsenazo 111 bojom i tvori plavo-ljubi¢asti kompleks
koji se mjeri fotometrijski na 660 nm. Intenzitet obojenja proporcionalan je koli€ini kalcija u
uzorku.

Elektroliti natrij, kalij 1 klor odreduju se indirektnom potenciometrijom pomocu ion
selektivnih elektroda. Uzorak se razrjeduje i ion koji se odreduje migrira na membranu vlastite

selektivne elektrode gdje uzrokuje odredeni elektricni potencijal koji se usporeduje s
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referentnom elektrodom koja je vodikova elektroda. Razlika u elektriénim potencijalima
pretvara se u koncentracije svakog od navedenih iona.

Magnezij u uzorku odreduje se fotometrijskom enzimatskom metodom s izocitrat
dehidrogenazom. Magnezij je kofaktor za navedeni enzim. Reaktanti NADP i D-izocitratna
kiselina u enzimatskoj reakciji s magnezijem kao kofaktorom prelaze u produkte CO,, 2-
oksoglutarat i NADPH (nikotinamid adenin dinukleotid fosfat) koji apsorbira elektromagnetsko
zracenje na 340 nm. Prati se porast apsorbancije zbog nastanka NADPH koji je proporcionalan
koncentraciji magnezija u uzorku.

Za odredivanje koncentracije ureje koristi se kineticka metoda s ureazom. Test ima dva
stupnja, u prvoj reakciji koju katalizira ureaza, dolazi do hidrolize ureje na amonijak i ugljikov
dioksid. U drugoj reakciji nastali amonijak reagira s a-ketoglutaratom te nastaje glutaminska
kiselina 1 voda. Drugu reakciju katalizira enzim glutamat dehidrogenaza, a u reakciji se trosi
kofaktor NADH (nikotinamid adenin dinukleotid) pa nastaje NAD*. Kako NADH apsorbira pri
valnoj duljini od 340 nm, dolazi do pada apsorbancije. U pocetku je pad apsorbancije linearan
te u tom periodu brzina opadanja ovisi samo o koli¢ini ureje u uzorku iz ¢ega se onda izraunava
pocetna koncentracija ureje. Za svaki 1 mol ureje oksidira se 2 mola NADH.

Mokraéna kiselina odreduje se fotometrijski reakcijom u dva stupnja. U prvoj reakciji
urat se pomoc¢u enzima urikaze oksidira u alantoin 1 nastaje vodikov peroksid kao nusprodukt
reakcije. U drugoj reakciji nastali vodikov peroksid reagira s 4-aminoantipirinom, N,N-bis-(4-
sulfobutil)-3-metilanilinom i dinatrijevom soli te uz prisustvo peroksidaze kao produkt nastaje
kinoniminska boja. Nastala boja apsorbira svjetlost valne duljine 604 nm te se prati povecanje

apsorbancije koje je proporcionalno koncentraciji mokra¢ne kiseline u uzorku.

3.2.2 Imunokemijske metode
Kortizol u mokra¢i odreduje se kompetitivnom imunokemijskom metodom koja se

temelji  na  elektrokemiluminiscenciji, specificnije  ECLIA  metodi  (engl.
electrochemiluminescence immunoassay). Uredaj na kojem je u¢injena analiza je Cobas €801
tvrtke Roche (Roche Diagnostics, Mannheim, Njemacka) koriStenjem originalnog reagensa
proizvodaca (Elecsys Cortisol III). Prvo se uzorak mokrace inkubira s 6 pL biotiniliranih
monoklonskih antitijela na kortizol te dolazi do nastanka kompleksa kortizol-antitijelo ¢ija je
koli¢ina proporcionalna koncentraciji kortizola u mokraéi. Antitijelo se dodaje u suvisku i
nakon prve inkubacije postoje jo$ antitijela koja nisu vezana za kortizol. U drugoj inkubaciji u

smjesu se dodaju mikrocestice obloZene streptavidinom i otopina derivata kortizola obiljeZzenog
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rutenijem. Derivat kortizola veze se na ostatak biotiniliranih antitijela koji nije vezao kortizol
iz uzorka. Streptavidin ima vrlo visoki afinitet za biotin te je njihova interakcija jedna od
najjacih nekovalentnih interakcija izmedu dvaju molekula. Zbog navedene interakcije, na kraju
druge inkubacije u otopini su prisutni kompleksi mikrocestica i antitijela medusobno povezani
pomocu biotina 1 streptavidina. Navedena otopina aspirira se u reakcijsku Kivetu gdje se
kompleks mikrocestica-antitijelo magnetski veze za elektrodu, a ostatak otopine se ispire iz
reakcijske posude pomocu ProCell II M otopine koja sadrzi tripropilamin. Primjenom
elektricnog potencijala na elektrodu dolazi do redoks reakcije izmedu rutenija i tripropilamina
u kojoj tripropilamin reducira rutenij, rutenij prelazi u ekscitirani oblik 1 vracanjem u ne-
ekscitirani oblik emitira elektromagnetsko zracenje odnosno svjetlost koja se detektira
fotomultiplikatorom. Sto je ve¢a koncentracija kortizola u uzorku, u prvoj inkubaciji ¢e se vise
antitijela vezati za kortizol iz uzorka §to posljedicno znaci da ¢e se manje derivata kortizola
obiljezenog rutenijem vezati za ostatak antitijela 1 signal ¢e biti manji. Odnos koncentracije
kortizola i signala je obrnuto proporcionalan, a to¢na koncentracija se ocitava iz kalibracijske

krivulje.

3.2.3HPLC
Za odredivanje endokrinoloskih parametara koriSten je sustav tekucinske

kromatografije visoke djelotvornosti Prominence HPLC (engl. high-performance liquid
chromatography) uz elektrokemijski detektor (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japan).

HPLC metoda je analize i razdvajanja uzorka na pojedine sastavnice na temelju njihove
veli¢ine i adsorpcije na Cestice u koloni. Unutar kolone nalaze se Cestice koje imaju ulogu
stacionarne faze, a otapalo koje se mijeSa s uzorkom i provodi ga kroz stacionarnu fazu ima
ulogu pokretne faze. Cestice unutar kolone imaju oblik kugle, a promjer &estice uvjetuje
sposobnost razdvajanja sastavnica. Vecim promjerom cestica postize se manja povrsina, dok se
manjim promjerom cestica postize veca povrSina stacionarne faze i time je omoguceno bolje
razdvajanje, no pritisak i vrijeme koje je potrebno da sastavnice produ kolonu su veéi. Takoder
Cestice stacionarne faze su porozne i sadrZe udubljenja i kanalie u koje ulaze manji analiti 1
time zaostaju za ve¢im analitima ¢ime je omogucena separacija sastavnica ovisno o veli€ini
analita. Analiti stupaju i u razli¢ite nekovalentne interakcije sa stacionarnom fazom $to dodatno
povecava rezoluciju na kromatografu odnosno postize se bolje razdvajanje uzorka na

sastavnice. Kako bi se analiti mogli kvantitativno i kvalitativno odrediti, potrebno je prije same
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analize provesti standarde i kalibratore poznatih koncentracija kako bi se odredilo retencijsko
vrijeme za pojedini analit i povezao intenzitet signala s koncentracijom.

Prije same analize uzorka i odredivanja koncentracija VMA i 5-HIAA, potrebno je
navedene analite ekstrahirati iz uzorka. Ekstrakcija se provodi u digestoru. Osim ekstrakcije u
uzorcima mokrace, isti postupak ekstrakcije provodi se i u kalibracijskom standardu te
normalnoj i patoloskoj kontroli kako bi se osigurala uspjesnost ekstrakcije. Prvo se u plasti¢nu
epruvetu doda 0,3 g NaCl, 400 uL mokrace ili kontrole, 200 pLL demineralizirane vode, 50 puL
6 M klorovodi¢ne kiseline, 25 pL izvorne otopine internog standarda i 3 mL etil acetata te se
smjesa stavi na tresilicu 5 minuta, a zatim na centrifugu 5 minuta. Natrijev klorid sluzi za
¢iS¢enje uzorka od grubih necistoca. Interni standard sadrzi analit slican analitu od interesa koji
nije prisutan u mokraci, a sluzi nam za korekciju rezultata. Prilikom svake ekstrakcije gubi se
dio molekula pa se dodaje interni standard u smjesu za ekstrakciju i na kraju usporedbom
signala internog standarda i uzorka nacini korekcija rezultata. Etil acetat je organska faza u
kojoj se nakon centrifugiranja nalaze VMA i 5-HIAA u gornjem sloju iznad vodenog sloja u
epruveti. Zatim se iz sloja etil acetata prikupi pipetom 2,5 mL i prebaci u novu plasticnu
epruvetu u koju se jos doda 400 uL. K2HPO4 te ponovo stavi prvo 5 minuta na tresilicu pa 5
minuta na centrifugu. Nakon centrifuge postoje dva sloja u epruveti, gornji sloj je sloj etil
acetata, a donji je sloj K2ZHPO4 u kojem su prisutni analiti VMA i 5-HIAA. 1z donjeg sloja
odvoji se 200 pL u bocice za HPLC, doda se 20 uL 6 M HCI i promijesa se na vrtloznoj
mijesalici te je tako pripremljen uzorak spreman za analizu na HPLC uredaju. Uvjeti HPLC

analize navedeni su u Tablici 2.

Tablica 2. Uvjeti HPLC analize

Uvjeti HPLC

Kromatografska kolona C18, 250 x 4,6 mm, 5 um

Protok pokretne faze 1 mL/min

Pokretna faza 90 mL pufer 0,025 M NaH2PO4 + 10 mL metanol

Vrijeme analize 19 minuta

Detektor ECD (engl. electrochemical detector, elektrokemijski
detektor), 800 mV, 50 nA, 0,5 Hz

Temperatura 25 °C

Volumen injektiranja 2 mL
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3.3 Statisticka obrada podataka

Izracunato je odstupanje (bias) u postocima izmedu pojedinih mjerenja 112 (Cz1-19) od
mjerenja 0 (Co) za svaki analit i uzorak prema formuli:
(C1—19) - CO

Bias (1—-19) = — 100 %
0

Srednje odstupanje izra¢unato je kao aritmeticka sredina svih odstupanja analita za pojedino
mjerenje od mjerenja 0. Srednje odstupanje usporedeno je s kriterijima prihvatljivosti. Utjecaj
konzervansa HCI na stabilnost analita u mokrac¢i smatra se znacajnim ukoliko je odstupanje
vece od kriterija prihvatljivosti dobavljaca vanjske kontrole kvalitete (VKK) koji se koriste za

ocjenu metoda u Klinickom zavodu za kemiju navedenih u Tablici 3.

Tablica 3. Kriteriji prihvatljivosti i izvori za odstupanja pri ispitivanju pojedinih analita u

mokraci
Analit Kriterij prihvatljivosti [%0] Izvor kriterija
Albumin 15 CROQALM
Proteini 24 INSTAND
Kreatinin 14 CROQALM
Ureja 13,5 RfB
Urat 9,2 RIQAS
Kalcij 17 INSTAND
Fosfati 20,5 INSTAND
Magnezij 20 INSTAND
Kalij 15 INSTAND
Natrij 12 RfB
Kloridi 14 RfB
5-HIAA 30 EQAS Biorad
VMA 30 EQAS Biorad
Kortizol 20 UKNEQAS

CROQALM - Hrvatski centar za vrednovanje kvalitete u laboratorijskoj medicini Hrvatskog
drustva za medicinsku biokemiju i laboratorijsku medicinu; INSTAND - engl. Society for
Promotion of Quality Assurance in Medical Laboratories; RfB - njem. Referenzinstitut fur

Bioanalitik; RIQAS - engl. External quality assessment scheme from Randox Laboratories;
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EQAS - engl. External Quality Assessment Services; UKNEQAS - engl. United Kingdom

National External Quality Assessment Service.

Dodatno, nacinjena je Passing-Bablokova regresijska analiza podataka kako bi se
utvrdilo postoji li statisticki znacajno konstantno i proporcionalno odstupanje za svaki analit
izmedu pojedinih mjerenja, odnosno izmedu mjerenja 1 1 0 te mjerenja 2 i 0. Dobivene
jednadzbe pravca (y = a + bx) prikazane su s 95 %-tnim intervalom pouzdanosti za koeficijent
smjera pravca i odsjeCak na osi y. Ukoliko 95 % interval pouzdanosti (CI, engl. confidence
interval) odsjecka na osi y (a) ne obuhvaca 0, tj. obje granice intervala su ili manje (npr. -5,0
do -0,2) ili vece (npr. 0,9 do 4,3) od nule, postoji statisti¢ki znacajno konstantno odstupanje
izmedu metoda. Ukoliko 95 % CI koeficijenta smjera pravca (b) ne obuhvaca 1, tj. obje granice
intervala su ili manje (npr. 0,4 do 0,9) ili ve¢e (npr. 1,1 do 8,3) od jedinice, postoji statisticki
znacajno proporcionalno odstupanje izmedu metoda.

Statisticka obrada podataka nacinjena je u statistickom programu MedCalc v11.5.1.0
(Mariakerke, Belgija).
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4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1 Rezultati

Zbirni rezultati istrazivanja prikazani su u Tablici 4. Dodatak HCI-a u uzorak 24-satne
mokrace nije doveo do statistiCki znacajne promjene koncentracije za Kreatinin, ureu, urat,
kalcij, fosfate, magnezij, kalij, natrij, 5-HIAA i VMA nakon 24 sata niti nakon 48 sati, dok je

statistiCki znacajan utjecaj zabiljezen za albumin, proteine, kloride 1 kortizol.

Tablica 4. Rezultati ispitivanja stabilnosti analita u zakiseljenom uzorku

Analit Srednje odstupanje  Srednje odstupanje Kriterij
nakon 24 sata (%) nakon 48 sati (%) prihvatljivosti (%)
Albumin -23,5 % -22,4 % 15,0 %
Proteini -35,5 % -39,4 % 24,0 %
Kreatinin -2,2% 0,4 % 14 %
Ureja -1.9% 1,7% 135%
Urat -9,0 % -1,4% 9,2%
Kalcij -3,0% 0,4 % 17 %
Fosfati -3,8 % -0,9 % 20,5 %
Magnezij 3,8 % 4,8 % 20,0 %
Kalij -1,5% 0,8 % 15%
Natrij -1,1% 0,0 % 12 %
Kloridi 71,5 % 70,5 % 14,0 %
5-HIAA -0,7% -1,6 % 30 %
VMA 0,0 % 0,1 % 30 %
Kortizol 107,8 % 112,7 % 20 %

Vrijednosti oznacene podebljano predstavljaju odstupanja veca od kriterija prihvatljivosti.

Koncentracija albumina statisticki je znaCajno pala vise od dozvoljene granice
prihvatljivosti ve¢ nakon 24 sata. Pad koncentracije ostao je konstantan i nakon 48 sati. Passing-
Bablokova regresijska analiza je pokazala prisutnost statistiCki znacajnog proporcionalnog

odstupanja bez konstantnog odstupanja nakon 24 sata (Slika 3) i 48 sati (Slika 4).
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Slika 3. Passing-Bablokova analiza odredivanja koncentracije albumina u zakiseljenoj mokraci

nakon 24 sata (y = -1,22 (-4,72 do 2,60) + 0,80 (0,62 do 0,96) x)
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Slika 4. Passing-Bablokova analiza odredivanja koncentracije albumina u zakiseljenoj mokrac¢i

nakon 48 sati (y = -0,52 (-7,04 do 3,99) + 0,77 (0,45 do 0,98) x)
Koncentracija proteina takoder je statisticki znacajno pala viSe od dozvoljene granice

prihvatljivosti ve¢ nakon 24 sata. Pad koncentracije ostao je konstantan i nakon 48 sati i bio je

ve¢i od pada koncentracije albumina. Passing-Bablokova regresijska analiza je pokazala
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prisutnost statisticki znacajnog proporcionalnog i konstantnog odstupanja nakon 24 sata (Slika

5) i 48 sati (Slika 6).
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Slika 5. Passing-Bablokova analiza odredivanja koncentracije ukupnih proteina u zakiseljenoj
mokraci nakon 24 sata (y = 33,3 (3,63 do 76,7) + 0,35 (0,13 do 0,65) x)
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Slika 6. Passing-Bablokova analiza odredivanja koncentracije ukupnih proteina u zakiseljenoj

mokraci nakon 48 sati (y = 33,50 (13,93 do 91,72) + 0,35 (0,06 do 0,53) x)
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Za razliku od proteina i albumina, utvrdene su lazno povisene koncentracije klorida
nakon 24 sata i 48 sati. lako Passing-Bablokova regresijska analiza nije utvrdila statisticki
znacajna odstupanja nakon 24 sata (Slika 7) niti nakon 48 sati (Slika 8) sva pojedina¢na
odstupanja su istog smjera s prosje¢nim odstupanjem od 71,5 (70,5) % te stoga ovo

odstupanje smatramo klini¢ki znac¢ajnim.
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Slika 7. Passing-Bablokova analiza odredivanja koncentracije klorida u zakiseljenoj mokraci
nakon 24 sata (y = 66,95 (-8,67 do 96,12) + 1,14 (0,96 do 1,67) x)
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Slika 8. Passing-Bablokova analiza odredivanja koncentracije klorida u zakiseljenoj mokraci

nakon 48 sati (y = 35,23 (-114,00 do 88,9) + 1,33 (0,97 do 2,5) x)
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Zakiseljavanje mokraée pokazalo je najsnazniji ucinak na odredivanje koncentracije
kortizola. Dvostruko vece koncentracije utvrdene su ve¢ nakon 24 sata. Passing-Bablokova
regresijska analiza pokazala je statisticki znacajno proporcionalno odstupanje bez konstantnog

odstupanja nakon 24 sata (Slika 9) i nakon 48 sati (Slika 10).
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Slika 9. Passing-Bablokova analiza odredivanja koncentracije kortizola u zakiseljenoj mokraci

nakon 24 sata (y = 17,4 (-28,91 do 45,9) + 1,65 (1,21 do 2,47) X)
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Slika 10. Passing-Bablokova analiza odredivanja koncentracije kortizola u zakiseljenoj

mokraci nakon 48 sati (y = 12,75 (-17,81 do 49,13) + 1,75 (1,24 do 2,43) x)
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4.2. Rasprava

Dodatak klorovodi¢ne kiseline (HCI) u uzorak 24-satne mokrace doveo je do lazno
snizenih koncentracija albumina i ukupnih proteina. Do lazno snizenih koncentracija albumina
i ukupnih proteina dolazi zbog denaturacije proteina u kiselom mediju. Proteini se u kiselom
mediju zbog promjene naboja boc¢nih lanaca aminokiselina i promjene u elektrostatskim
interakcijama denaturiraju te se gubi struktura proteina. Za proteine koji se odreduju
imunokemijskim metodama (albumin) mijenjaju se antigenska vezna mjesta na koja se vezu
antitijela koje koristimo kod analize. Zbog navedene konformacijske promjene antitijelo u
reagensu ne prepoznaje denaturirane molekule albumina S§to dovodi do laZno sniZene
koncentracije. Sliéno tomu, za odredivanje koncentracije ukupnih proteina u mokraci
neophodne su intaktne proteinske molekule. Promjena naboja na karboksilnim skupinama
aminokiselinskih ostataka onemogucuje vezanje benzetonijeva klorida i posljedi¢no rezultira
lazno snizenom koncentracijom. Rezultati su u skladu s oc¢ekivanim te potvrduju rezultate
stabilnosti albumina i proteina u zakiseljenoj mokraci iz 2011. godine. (Feres i sur., 2011)

Klini¢ki uc¢inci odredivanja proteina i albumina u zakiseljenoj mokraci bili bi brojni jer
je prisutnost proteina u mokraci klini¢ki pokazatelj mnogih patoloSkih stanja. Proteinurija je
prisutna kod bolesti srca i kardiovaskularnog sustava, posebice kod stanja pracenih
hipertenzijom i stanjima kod kojih je smanjena perfuzija bubrega i smanjen protok krvi kroz
glomerul. Proteinurija je prisutna i kod upalnih bolesti mokra¢nog sustava, a posebice upalnih
bolesti glomerula i bolesti tubula nefrona ¢iji je proteinurija glavni pokazatelj oStecenja.
Proteinurija moze biti pokazatelj i povecane koncentracije proteina u krvotoku kao $to je
primjer s paraproteinurijama kod imunoproliferativnih bolesti. Osim $to ukazuje na navedene
poremecaje, proteinurija ima vaznu ulogu kao prognosticki biljeg bubreznog oStecenja jer je
dokazana korelacija stupnja bubreznog ostecenja i stupnja proteinurije. (Cvoriséec i Cepelak,
2009) Zbog navedenog razloga lazno sniZzene koncentracije proteina u zakiseljenoj mokraci
dovele bi do propustanja postavljanja dijagnoze bubreznog osteéenja $to bi moglo imati
znacajne posljedice za bolesnike.

Proteinurija je Cest komorbiditet i vazan je biljeg oSte¢enja bubrega kod osoba s
dijabetesom jer kroni¢na hiperglikemija dovodi do oStecenja nefrona i povecane propusnosti
glomerula pa je iznimno vazno da u dijabetesu ne dode do lazno snizenih koncentracija proteina
u mokracéi kako bi se pravovremeno uocilo i izbjeglo daljnje osStecenje bubrega $to bi mogao

biti slu¢aj ukoliko se koristi zakiseljeni uzorak mokrace.
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Albumin je protein koji se naj¢esée nalazi u proteinuriji. Kako je njegova koncentracija
u krvi velika i ima molekulsku masu manju od 70 kDa, povecane razine albumina u mokraci
prvi su pokazatelj povecane propusnosti glomerula. Ukoliko bi se koncentracija albumina u
mokraci odredivala iz uzorka zakiseljene mokrace, veca je vjerojatnost da se stanje nece
primijetiti ¢ime se riskira pogorSanje stanja i nastanak kroni¢nih bubreznih bolesti i
ireverzibilnog ostecenja bubrega.

U istrazivanju Feresa i sur. (2011), navedeno je da se kod odredivanja klorida ne smije
koristiti konzervans HCI posto njegovo dodavanje utjee na koncentraciju klorida u uzorku,
odnosno izravno je povecava, $to je utvrdeno i u ovom istrazivanju.

Iako su u istrazivanjima iz 2008. 1 2011. godine zabiljeZena odstupanja u koncentraciji
mokraéne kiseline nakon zakiseljavanja mokrace zbog nastanka 1 precipitacije kristala
mokraéne kiseline, u ovom istrazivanju nije utvrdeno statisticki znacajno odstupanje te je
mokracna kiselina bila stabilna u zakiseljenim uvjetima tijekom 48 sati. (Feres i sur., 2011;
Yilmaz i sur., 2008)

Uzrok pojave lazno poviSenih koncentracija kortizola u zakiseljenoj mokraci tesko je
predvidjeti posto se radi o kemiluminiscentnoj metodi. Odredivanje koncentracije kortizola u
zakiseljenoj mokra¢i moglo bi dovesti do sumnje na hiperfunkciju nadbubrezne zlijezde i
dodatnih testova ¢ime se osim bespotrebnog gubitka vremena i reagensa u laboratoriju, dodatno
inducira i stres kod samih pacijenata. Takoder neki od testova kod postavljanja dijagnoze takvih

stanja su invazivni.
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5. ZAKLJUCCI

U zakiseljenom uzorku 24-satne mokra¢e mozemo odredivati kreatinin, ureju, urat,
kalcij, fosfate, magnezij, kalij, natrij, 5-HIAA i VMA. Takav uzorak stabilan je tijekom 48 sati,
Sto je korisno jer bolesnici najcesce prikupljaju uzorak vikendom.

U zakiseljenoj mokraé¢i ne mozemo odredivati albumine, proteine, kloride i kortizol jer
im stabilnost u zakiseljenoj mokraci nije prihvatljiva.

Nase istrazivanje pomoc¢i ¢e u promjeni Uputa za bolesnike Klinickog zavoda za kemiju
KBC Sestre Milosrdnice gdje viSe nece biti potrebno sakupljati 24-satnu mokrac¢u u dva navrata,
bez 1 s konzervansom, ako se uz katekolamine 1 metanefrine u mokraci traZe pretrage kreatinin,
ureja, urat, kalcij, fosfati, magnezij, kalij, natrij, 5-HIAA i VMA posto im je stabilnost u

zakiseljenoj mokraci prihvatljiva tijekom 48 sati.
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6. POPIS KRATICA, OZNAKA | SIMBOLA

5-HIAA — 5-hidroksiindoloctena kiselina

ACTH — adrenokortikotropni hormon

ADH — antidiuretski hormon

ATP — adenozin trifosfat

Cl —engl. confidence interval, interval pouzdanosti

CROQALM - Hrvatski centar za vrednovanje kvalitete u laboratorijskoj medicini Hrvatskog
druStva za medicinsku biokemiju 1 laboratorijsku medicinu

ECD - engl. electrochemical detector, elektrokemijski detektor

ECLIA —engl. electrochemiluminescence immunoassay, elektrokemiluminiscentni imunotest
EQAS — engl. External Quality Assessment Services, usluge vanjske kontrole kvalitete

HPLC — engl. high performance liquid chromatrography, tekuéinska kromatografija visoke
djelotvornosti

HVA — homovanilinska kiselina

INSTAND - engl. Society for Promotion of Quality Assurance in Medical Laboratories,
Drustvo za promicanje osiguranja kvalitete u medicinskim laboratorijima

KIM-1 —engl. kidney injury molecule-1, molekula ozljede bubrega-1

LSD — engl. lysergic acid diethylamide, dietilamid lizerginske kiseline

NADH — nikotinamid adenin dinukleotid

NADPH — nikotinamid adenin dinukleotid fosfat

NGAL - engl. neutrophil gelatinase-associated lipocalin, lipokalin povezan s neutrofilnom
zelatinazom

RfB — njem. Referenzinstitut fur Bioanalitik, Referentni institut za bioanalitiku

RIQAS — engl. External quality assessment scheme from Randox Laboratories, Shema vanjske
procjene kvalitete iz Randox laboratorija

UKNEQAS —engl. United Kingdom National External Quality Assessment Service, Nacionalna
sluzba za vanjsku procjenu kvalitete Ujedinjenog Kraljevstva

VKK - vanjska kontrola kvalitete

VMA — vanilmandeli¢na kiselina
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8. SAZETAK

Analiza mokrac¢e ima vaznu ulogu kod dijagnoze i probira na bolesti te pracenju tijeka
bolesti i uspjesnosti terapije. Odredeni endokrinoloski analiti zahtijevaju dodatak kiseline kao
konzervansa u spremnik za sakupljanje mokrace kako bi im stabilnost ostala o¢uvana do
analize, dok se za odredivanje biokemijskih parametara ne mora sakupljati zakiseljeni uzorak.
Kako se uzorak 24-satne mokrace najcesSce sakuplja tijekom vikenda, u ovom istraZzivanju
ispitivan je utjecaj dodatka HCI na stabilnost proteina, albumina, kreatinina, ureje, urata,
kalcija, fosfata, magnezija, kalija, natrija, klorida, kortizola, VMA i 5-HIAA u mokraci tijekom
24 1 48 sati kako bi se utvrdilo je li moguce u jednom zakiseljenom uzorku odredivati navedene
analite ¢ime bi se izbjeglo sakupljanje dva uzorka 24-satne mokrace (s i bez konzervansa).

Rezultati istraZivanja pokazali su da su parametri kreatinin, ureja, urat, kalcij, fosfati,
magnezij, kalij, natrij, 5-HIAA i VMA stabilni u zakiseljenom uzorku tijekom 24 i 48 sati. Kod
odredivanja koncentracije proteina i albumina primijec¢eno je smanjenje koncentracije tijekom
24 1 48 sati, dok je kod odredivanja kortizola i klorida uo¢eno lazno povisenje koncentracije.

Iz dobivenih rezultata zaklju¢ujemo da ukoliko se uz katekolamine i metanefrine u
mokraci traze pretrage kreatinin, ureja, urat, kalcij, fosfati, magnezij, kalij, natrij, 5-HIAA i
VMA, navedene pretrage mogu se provesti iz jednog zakiseljenog uzorka 24-satne mokrace
¢ime se smanjuje broj uzoraka koji dolaze u laboratorij na analizu §to olakSava pacijentima

sakupljanje uzorka, a u laboratoriju se smanjuje mogucnost pojave pogresaka.
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SUMMARY

Urine analysis plays an important role in the diagnosis and screening of diseases, as well
as in monitoring the course of diseases and the effectiveness of therapy. Certain
endocrinological analytes require the addition of acid as a preservative in the urine collection
container to maintain their stability until analysis, while the collection of an acidified sample is
not necessary for the determination of biochemical parameters. Since the 24-hour urine sample
is often collected over the weekend, this study examined the effect of adding HCI on the
stability of proteins, albumin, creatinine, urea, urate, calcium, phosphate, magnesium,
potassium, sodium, chloride, cortisol, VMA, and 5-HIAA in urine over 24 and 48 hours to
determine whether it is possible to measure these analytes in a single acidified sample, thus
avoiding the collection of two 24-hour urine samples (with and without preservatives).

The results of the study showed that creatinine, urea, urate, calcium, phosphate,
magnesium, potassium, sodium, 5-HIAA, and VMA are stable in acidified samples over 24 and
48 hours. However, a decrease in the concentration of proteins and albumin was observed over
24 and 48 hours, while a false increase in the concentration of cortisol and chloride was noted.

From the obtained results, we conclude that if tests for creatinine, urea, urate, calcium,
phosphate, magnesium, potassium, sodium, 5-HIAA, and VMA are required along with
catecholamines and metanephrines in urine, these tests can be performed from a single acidified
24-hour urine sample. This reduces the number of samples submitted to the laboratory for
analysis, making sample collection easier for patients and reducing the likelihood of errors in

the laboratory.
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