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POVZETEK

Albumin je glavni plazemski protein in kot transportni protein prenaSa kalcijeve ione,
mascobne kisline, bilirubin, hormone, elemente v sledovih in zdravila po krvi. ZviSane
koncentracije v urinu so indikacija za poSkodbe tubulov ali pa posledica razli¢nih
bolezenskih stanj, kot so nefritis, diabeticna nefropatija, izpostavljenost tezkim kovinam ali
delovanju nefrotoksi¢nih zdravil.

Namen naloge je bil ugotoviti skladnost ali neskladnost rezultatov meritev koncentracije
albumina v urinu z dvema razli¢nima rutinskima metodama. Obravnavali smo vzorce 120
diabeti¢nih bolnikov. Vsakemu vzorcu urina smo vzporedno izmerili koncentracijo
albumina na spektrofotometricnem analizatorju Hitachi 912, ter na nefelometricnem
analizatorju BN ProSpec. Zanimalo nas je tudi ujemanje rezultatov na obeh analizatorjih,
e upostevamo zgornjo mejo referenéne vrednosti 30 mg/L. Zeleli smo tudi preveriti
korelacijo linearnosti izmerjena signala na obeh anaizatorjih, zato smo izbrali vzorec urina
z visoko koncentracijo albumina in ga redc¢ili do titra 1 : 5. Zanimala nas je tudi
obcutljivost obeh metod v nizkem obmocju meritev, zato smo primerjali ujemanje
rezultatov vzporednih dolocitev, ki so bili na spektrofotometru 0 mg/L.

Ugotovili smo, da pri vseh 120 bolnikih metodi zelo dobro korelirata, saj je korelacijski
koeficient r = 0,9969. Koncentracija na nefelometru je bila v povprecju za 29,1% vi§ja, kot
na spektrofotometru.

Ce zajamemo samo rezultate z upostevanjem prazne vrednosti 30 mg/L, lahko ugotovimo
neujemanje pri dveh vzporedno izmerjenih rezultatih. S turbidimetricno metodo smo
dolocili oba rezultata pod mejno vrednostjo, medtem ko sta bili vrednosti z nefelometricno
metodo ze v patoloSkem obmocju.

Pri red¢enju vzorca (do titra 1 : 5) z visoko koncentracijo albumina se je izkazalo, da sta
oba analizatorja v vi$jih obmocjih zelo natancna, saj je korelacijski koeficient r = 0,9998.
Vzporedne meritve, ki so bile s spektrofotometriéno metodo 0 mg/L, so z nefelometri¢no
metodo dale rezultate v obmocju od 2,09 do 5,98 mg/L. Menimo, da je vzrok za vecjo
obcutljivost nefelometricne dolocitve v sestavi reagenta, saj metoda uporablja specifi¢na
protitelesa proti humanemu albuminu, medtem ko ima spektrofotometricna metoda
poliklonska protitelesa in zato morda manjSo obcutljivost v tem obmocju, kar pa na

pravilno postavitev diagnoze ne vpliva.



SEZNAM OKRAJSAV

GF — glomerulna filtracija

oGF — ocena glomerulne filtracije

MDRD — enacbha za izracun ocene glomerulne filtracije
KLB — kronicna ledvicna bolezen

GMB — glomerulna bazalna membrana

CSF — cerebrospinalna tekocina

NGAL — nevtrofilna gelatinaza povezana z lipokalinom
KIM-1 — molekula za odkritje ledvicne okvare

IL-18 — molekula interlevkina
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1. UVOD

1.1. Albumin

Albumin je najvecji plazemski protein, ki se sintetizira v jetrnih parenhimskih celicah.

Albumin kot transportni protein prenaSa kalcijeve ione, mascobne kisline, bilirubin,
hormone, elemente v sledovih in =zdravila po krvi. Kvantitativno je albumin
najpomembnej$a proteinska komponenta v plazmi, cerebrospinalni tekoc¢ini (CSF), in
urinu. Prvi ga je opisal Richard Bright leta 1817, kasnejSe raziskave so potrdile prisotnost
zviSanih vrednosti v urinu pri Stevilnih stanjih in boleznih. Poskodbe glomerulno-
filtracijske pregrade povzrocijo dvig koncentracije albumina v urinu in kaZejo na renalne in
vaskularne zaplete. Koncentracija albumina v urinu je pri zdravih ljudeh 10 — 15 mg/L.
Zvisana koncentracija albumina v urinu je pokazatelj ledvi¢ne okvare, ki je lahko povezana
s sladkorno boleznijo ali z arterijsko hipertenzijo. Ce teh bolezni ne zdravimo pride do
vecje okvare glomerulov, koncentracija albumina v urinu se nenormalno zvisa in lahko

pride do odpovedi ledvic (1).

Slika 1: Molekula serumskega albumina (2)
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1.2. Ledvica

Uravnavanje telesnih tekocin in elektrolitov ter izloanje presnovnih produktov sta bistveni
nalogi se€il za ohranjanje telesne homeostaze. Glavni del secil predstavlja ledvica, kjer
nastaja urin, ki nato odteka po se¢nih izvodilih na prosto.

V ledvicah se odvijajo Stevilni procesi: glomerulna filtracija, tubulna reabsorbcija in
sekrecija, koncentriranje in razred¢evanje seca, odstranjevanje kislin s seCem ter nastajanje
in razgradnja hormonov kot so renin, angiotenzin II, prostaglandini, eritropoetin in 1,25
dihidroksi vitamin D3. Filtracija je selektivni prehod majhnih molekul, vode in ionov iz

kapilarne strukture, imenovane glomerul v del nefrona, ki se imenuje Bowmanova kapsula
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Slika 2: Bowmanova kapsula (4)

Za oceno ledvicnega delovanja in spremljanje ledviéne bolezni je najpomembnejsa
dolocitev glomerulne filtracije (GF). GF predstavlja izlo¢evalno sposobnost ledvic, ki je
sorazmerna masi delujo¢ih nefronov. Ce se GF zmanjsa, sklepamo na pojav nefropatije ali

na zmanjSanje ledvicnega pretoka (funkcijska ledvicna okvara) (5).

Kroni¢na ledvicna bolezen (KLB) prizadane priblizno 10% populacije in je pogosto
asimptomaticna, dokler ni ledvi¢na funkcija resno zmanjSana. Tudi blaga KLB je
pomembna, saj predstavlja znacilen rizicni faktor za koronarno sréno bolezen. Z oceno
stopnje glomerulne filtracije dobimo pomembno informacijo o funkcionalnem stanju
ledvic preiskovanca. Pri ocenjevanju funkcije ledvic primerjamo preiskovancevo GF

(glomerulno filtracijo) s klinicno pomembno GF. Pri tem pa je potrebno upostevati



faktorje, ki vplivajo na izmerjeno preiskovancevo GF (4). Obstaja kar nekaj metod za
doloc¢anje GF:

1. Dolocanje ocistka: klirens testi (ocistek kreatina, inulina ali cistatina C)

2. Dolocanje koncentracije (seCnina, kreatinin, kreatin, se¢na kislina, amoniak).

Danes se za izracun ocene glomerulne filtracije (0GF) priporo¢a uporaba formule MDRD,
ki pa ima tudi doloCene omejitve. Rezultati dobljeni z MDRD formulo ne veljajo pri
osebah mlaj$ih od 18 let oziroma starejSih od 75 let, pri osebah z mo¢no spremenjeno
misi¢no maso in osebah s specifi¢no prehrano ali terapijo z doloenimi zdravili.

Kreatinin v telesu nastaja kot presnovni produkt kreatina in kreatin fosfata v misicnem
tkivu. Njegova prisotnost v serumu je odvisna od telesne mase in je zato serumska
koncentracija v stacionarnem stanju relativno stalna, vendar odvisna od spola in starosti.
Ker se kreatinin nahaja tudi v beljakovinski hrani, tudi prehrana lahko vpliva na
koncentracijo kreatinina v serumu. Kreatinin se v glomerulih prosto filtrira, v proksimalnih
tubulih pa se izloca. IzloCanje kreatinina je aktivno in se povecuje sorazmerno s porastom
serumskega kreatinina, dokler transportni mehanizem ni zasi¢en. IzloCanje kreatinina iz
tubulov lahko ocistek kreatinina poveca za 10 do 20 odstotkov. Poznamo tudi Stevilna
zdravila (trimetoprim, cimetidin, amilorid), ki zmanj$ajo tubulno izlo¢anje kreatinina, kar
zvisa vrednost serumskega kreatinina in zniza ocistek kreatinina. Serumska koncentracija
kreatinina je zato relativno slab pokazatelj ledvicnega delovanja v zgodnjih stopnjah
kroni¢ne ledvi¢ne bolezni. Ocistek kreatinina je sicer boljSi pokazatelj GF kot serumska
koncetracija kreatinina, vendar zahteva 24-urno zbiranje seca, ki pogosto ni zanesljivo
(4,6).

Kreatinin dolo¢amo (4,6):

1. Z ALKALNIM PIKRATOM (Jaffejeva metoda): metoda je slabo specificna, ker mnoge
endogene in eksogene snovi reagirajo s pikratom. Z razli¢nimi postopki izvedbe, predvsem
z optimiranjem kineti¢ne meritve, lahko izboljSamo specifi¢nost metode.

2. ENCIMSKE METODE: so manj obcutljive na interference kot Jaffejeve metode.

3. KROMATOGRAFSKE METODE: so zelo specifi¢ne in obcutljive metode (4,6).
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1.3. Albuminurija

Albuminurija je pogost znanilec glomerulne bolezni, vendar jo lahko ugotovimo tudi pri
zdravih osebah (25%) od katerih ima le majhen delez glomerulno bolezen. V ledvi¢nem
telescu se zaradi selektivnosti glomerulne kapilarne stene filtrira minimalna koli¢ina
beljakovin. Filtracija je odvisna od naboja in velikosti beljakovinskih molekul. Beljakovine
so najpogosteje povrsinsko negativno nabite molekule, ki se odbijajo od negativno nabite
glomerulne bazalne membrane (GBM) in od povrSine glomerulnih epitelnih in endotelnih
celic (1). Selektivnost za prehod beljakovin doloca velikost Spranje med noZicami
podocitov glomerulne bazalne membrane. Spremembe naboja GBM z njeno poskodbo ali
tudi brez nje sta najpogostejSa vzroka glomerulne albuminurije. Najpogostejsi imunoloski
vzroki so odlaganje imunskih kompleksov, spremembe v celi¢ni imunosti ali prisotnost
posebnega cirkulirajoega dejavnika, ki povzro¢i prepustnost glomerulne stene za

albumine in je najverjetneje povezan z genetsko pogojeno spremembo podocitov (5).

1.4. Bolezenska stanja, ki so povezana 7 albuminurijo

1.4.1. Diabeti¢na nefropatija

Diabeti¢na nefropatija je kronicna specificna okvara ledvic pri sladkorni bolezni. Razvije
se pri sladkorni bolezni tipa 1 in 2. Pri sladkorni bolezni tipa 1 je pogostejsa, priblizno 20%
vseh bolnikov ima diabeticno nefropatijo razline stopnje. Prevalenca diabeti¢ne
nefropatije je pri bolnikih s sladkorno boleznijo tipa 2 nizja, okrog 15% (5). Za razvoj
diabeti¢ne nefropatije so pomembne presnovne motnje v bazalni membrani in mezangiju
glomerulov ter spremenjena znotrajledvi¢éna hemodinamika. Bistveni sestavni deli bazalne
membrane in mezangija so kolagen, glikozaminoglikani, laminin in fibronektin. Pri
sladkornih bolnikih sta zvecani glikacija in tvorba kolagena, upocCasnjena pa je njegova
razgradnja. Poleg tega je zmanjSana sinteza heparansulfata. Ti procesi povzrocajo
zadebelitev bazalne membrane glomerula in tubulov, kar je prvi znak nastajajoce
diabeti¢ne nefropatije. Pomnozi se glomerulni mezangijski matriks. Na njegovo zvecano
sintezo vplivajo hiperglikemija, povecana glomerulna filtracija in lokalni renin-
angitenzinski sistem. Zniza se Stevilo endotelijskih celic in podocitov. Zvecajo se pore in
spremeni se naboj bazalne membrane. Posledica je vecja prepustnost bazalne membrane za
vecje molekule, med drugim tudi za albumine. Zgodnji, prvi in zanesljiv znak diabeti¢ne

nefropatije je zvecano in nenormalno izlo¢anje albumina v urin (7,8).
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1.4.2. Arterijska hipertenzija

Arterijska hipertenzija je zelo pogost spremljevalec kroni¢ne ledvicne bolezni. ZviSan
krvni tlak je eden od znacilnih kliniénih znakov pri bolnikih z akutnom nefriticnim
sindromom, s sindromom hitro napredujoega glomerulonefritisa ter kroni¢nim
glomerulonefritisom. Osemdeset do sto odstotkov bolnikov z napredovalo kroni¢no
ledvi¢no insuficienco ima zviSan krvni tlak. ZviSanje krvnega tlaka je lahko prvi znak
neprepoznane kroni¢ne ledvi¢ne bolezni ali kazalec na napredovanje ze znane ledvi¢ne
bolezni. Zdravljenje arterijske hipertenzije bistveno zavre napredovanje diabetiCne

nefroptije (5).

1.4.3. Sladkorna bolezen in arterijska hipertenzija

Arterijska hipertenzija je ena najpogostejSih bolezni, katere posledica sta zvecCana
kardiovaskularna obolevnost in umrljivost. Sladkorna bolezen je drug pomemben dejavnik
z enakimi zapleti. ZviSan krvni tlak pri bolniku s sladkorno boleznijo najdemo priblizno
dvainpolkrat pogosteje kot pri zdravih ljudeh. Pri sladkorni bolezni tipa 1 je hipertenzija
obicajno povezana z razvojem diabeti¢ne nefropatije. Zvisan krvni tlak se pojavi skupaj s
pojavom mikroalbuminurije ali pred njo in korelira s stopnjo zniZevanja ledvi¢ne funkcije.
Pri sladkorni bolezni tipa 2 je za razvoj arterijske hipertenzije pomembnih ve¢ dejavnikov:
hiperinsulinemija in odpornost proti insulinu, debelost, starost, homeostaza natrija in stanje
ledvicne funkcije. Zdravljenje zvisanega krvnega tlaka in sladkorne bolezni pomembno
prispeva k zniZanju zbolevnosti in smrtnosti zaradi kardiovaskularnih zapletov. Ciljni krvni
tlak pri bolnikih s sladkorno boleznijo tipa 1 in z mikroalbuminurijo ali proteinurijo je pod

120/80 mmHg (5).

1.4.4. Nefrotski sindrom

Za nefrotski sindrom so znacilni Stirje simptomi: obsezna proteinurija, hipoalbuminemija,
hiperlipidemija in generalizirani edemi. Vzroki, ki pripeljejo do nefrotskega sindroma so
lahko nekatere primarne ledvicne bolezni (glomerulonefritis), delovanje nefrotoksinov,
sistemske bolezni, ki prizadanejo glomerule ali nepravilna cirkulacija v ledvi¢nih venah. V
klini¢ni sliki prevladuje edem, ki prizadene rahlo vezivo po celem telesu. Zdravljenje

nefrotskega sindroma je zdravljenje osnovne bolezni (diabeticne nefropatije, sistemskega
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lupusa eritematodesa). Pri veliki ve€ini bolnikov z nefrotskim sindromom izboljSamo

pocutje in odpravimo edeme s simptomatskim zdravljenjem (7,8).

1.5. Albumin v laboratorijski diagnostiki

Koncentracijo albuminov v urinu dolo¢amo najpogosteje kot pomo¢ pri izkljuCevanju
ledviéne bolezni in pri boleznih srca in ozilja. Razvoj metod za doloCanje koncentracije
albuminov v urinu je Sel od kolorimetricnih metod (reagenc¢ni trak), preko encimskih
imunoadsorbcijskih  metod (ELISA) do avtomatiziranih metod (turbidimetrija,

nefelometrija) (1).

1.5.1. Reagencni trak

Ta metoda je obcutljivejsa za albumin kot za druge proteine. Vendar pa ta metoda ni dokaz
za albuminurijo, saj lahko pride do lazno pozitivnih vrednosti (koncentriran urin) in lazno
negativnih vrednosti (razred¢en urin) (8).

PRINCIP MERJENJA:

Trak vsebuje na dolo¢enem polju pH indikator, ki je vgrajen v pufer s pH vrednostjo 3. V
stiku z urinom, ki vsebuje proteine, se indikator veze na NHj skupine proteinov. S tem
molekula indikatorja spremeni ionsko obliko in hkrati tudi barvo. Koncentracija proteinov

je sorazmerna z intenziteto nastale barve indikatorja (1).

1.5.2. Imunoturbidimetri¢na metoda

Danes se za dolocanje albuminov v urinu uporabljajo hitre in obc¢utljive imunometri¢ne
metode, med katerimi je tudi turbidimetrija. S turbidimetrom merimo izgubo jakosti
svetlobe pri prehodu skozi moten vzorec, kjer se svetloba razprsi in iz te sledi izracun
absorbance.

PRINCIP MERJENJA:

Vzorcu dodamo pufer, nato e protitelesa proti albuminu. Ce je v vzorcu albumin se tvorijo

antigen protitelo kompleksi, ki jih po aglutinaciji merimo turbidimetri¢no (9).
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Antigen (albumin v vzorcu) protitelesa proti albuminu
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Kompleks antigen - protitelo

Slika 3: Princip turbidimetri¢nega dolo¢anja albuminov (9)
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1.5.3. Imunonefelometri¢na metoda

Nefelometrija je najbolj pogosto uporabljana metoda za doloCanje proteinov v urinu,
serumu in drugih telesnih tekocinah. Je tudi ena izmed najbolj tocnih metod.

PRINCIP:

Vzorcu dodamo protitelesa proti albuminu, ki tvorijo komplekse z albumini v vzorcu. Nato
skozi vzorec posljemo snop monokromatske svetlobe in merimo intenzivnost sipane

svetlobe. Intenziteta sipane svetlobe je sorazmerna koncentraciji albuminov v vzorcu (10).

1.5.4. Biooznacevalci

Ze dolgo znani urinski biooznaéevalci kot so visokomolekulski proteini in tubulni proteini

ali encimi niso bili dovolj specifi¢ni in prihajalo je do pomanjkanja ustreznih standardov. S

pomocjo inovativnih tehnologij kot so funkcionalna genomika in proteomika je odkritih

nekaj novih genov in genskih produktov, ki se uporabljajo kot biooznacevalci pri akutni

ledvi¢ni bolezni (11).

Najnovejse raziskave pri akutni ledvicni bolezni so odkrile Stevilne biooznacevalce (11):

1. NGAL (nevtrofilna gelatinaza povezana z lipokalinom): raziskave na zivalih so
pokazale NGAL kot protein in hiter diagnosti¢ni biomarker, ki ga je zelo enostavno
dolociti v urinu takoj po akutni ledvicni bolezni.

2. KIM-1 (molekula za odkritje ledvi¢ne okvare): pri raziskavah na zivalih je KIM-1
eden najbolj zvisanih proteinov v ledvicah po akutni ledvi¢ni bolezni in zelo
enostavno ga je detektirati (ELISA).

3. IL-18 (molekula interlevkina 18) je eden od vnetnih citokinov, ki ga najdemo v

proksimalnem tubulu in zelo enostavno ga je detektirati.
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2. NAMEN DELA

Namen diplomske naloge je ugotoviti skladnost ali neskladnost rezultatov meritev
koncentracije albumina v urinu z dvema razliénima rutinskima metodama. Na izbrani
populaciji diabeti¢nih bolnikov (120) bomo v urinu dolocali koncentracijo albumina
vzporedno z dvema razlicnima metodama na dveh razli¢nih analizatorjih. Uporabili bomo
turbidimetri¢no in nefelometri¢no metodo in skusali dokazati ujemanje rezultatov, saj je to
pomembno pri primerjavi izvidov, pridobljenih z navedenimi metodami ali ob zamenjavi

metode v laboratoriju.
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3. MATERIALI IN METODE

3.1. Vzorci

V $tudiji smo dolocali koncentracijo albumina v urinu pri 120 diabeti¢nih bolnikih, od
katerih je bilo 55 Zensk in 65 moskih. Vzorci so bili poslani v laboratorij iz ambulante
diabetes Splosne bolnisSnice Novo mesto. Vsakemu vzorcu urina smo dolocili

koncentracijo albumina vzporedno na dveh analizatorjih in primerjali rezultate meritev.

O Zenske @ moski

m54%

Slika 4: Delez delitev sodelujocih v Studiji glede na spol

3.2 Reagenti

3.2.1. Reagenti za delo na analizatorju Hitachi 912

Za dolocanje koncentracije albuminov smo uporabljali tovarnisko pripravljen reagent Tina-
quant albumin, ki je sestavljen iz:
e RI: pufer (TRIS pufer * : 50 mmol / L, pH 8,0; PEG: 4,2%; EDTA: 3,7 g / L;
prezervativ)
e R2: Anti-albumin protitelesa (TRIS pufer * : 100 mmol / L; pH 7,2; prezervativ)
e Poliklonalna anti-humana albumin protitelesa (ov¢ja): odvisno od titra.
e 3a-¢ Kalibratorji: Albumini (humani); fosfatni pufer 50mmol / L; pH 8,0;

prezervativ
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e TRIS = Tris (hidroksimetil) aminometan
Reagent R1, R2 in kalibratorji (stekleni¢ke 3a-3e) so ze pripravljeni za uporabo. Reagent
R1 in R2 sta po odprtju stabilna 90 dni, ¢e jih imamo v ohlajenem delu analizatorja.
Kalibratorji (3a-e) so po odprtju stabilni 28 dni, hranimo jih pri 2-8 °C zaradi zas¢ite pred

bakterijsko kontaminacijo (9).

3.2.2. Reagenti za delo na analizatorju BN ProSpec

Za merjenje koncentracije albuminov v urinu smo uporabljali tovarniSko pripravljene
reagente:

e N Protein Standard SL (human), Code No. OQIM

e N/T Protein Control LC (human), Code No. OQLW

e N Reaction Buffer, Code No. OUMS

e N Diluent, Code No.OUMT

Reagenti morajo imeti sobno temperaturo (15 — 25°C), preden jih prvi¢ uporabimo na

analizatorju (10).

3.3. Oprema

Za dolocanje koncentracije albumina v urinu smo uporabljali: spektrofotometri¢ni
analizator Hitachi 912, proizvajalca ROCHE (Nemcija); nefelometri¢ni analizator BN
ProSpec, proizvajalca SIEMENS (Nemcija); epruvete, merilne pipete, ¢ase.

Analizator Hitachi 912 (slika 5) je spektrofotometer, ki omogoca merjenje absorbance pri
12 valovnih dolzinah, in sicer med 340 in 800 nm. Spektrofotometri¢no lahko dolo¢amo
Stevilne analite, ki dajejo v koncni reakciji obarvan produkt. Za merjenje se uporabljajo
tekoCi reagenti, ki so Ze tovarniSko pripravljeni in takoj uporabni za delo. Absorbanco
obarvanega produkta merimo s fotometrom pri doloCeni valovni dolzini. Intenzivnost
barve je sorazmerna koli¢ini merjenega analita v vzorcu. Z analizatorjem HITACHI 912
pa je mozna tudi detekcija motnosti, ki je osnova turbidimetri¢nih metod. Vecja kot je
motnost, manj je prepusCene svetlobe, izmerjena absorbanca pa je premosorazmerna
koncentraciji analita v vzorcu. Analizator ima dve ohlajeni mesti za skladiS¢enje
reagentov, termostabilno vodno kopel pri 37 °C in kroznik za odlaganje vzorcev, ki ima 20

urgentnih in 50 rutinskih polozajev za kivete z vzorci. Analizator sprejema nase ukaze
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preko racunalnika, na katerem lahko izberemo kalibracijo, kontrolo, postopke vzdrzevanja

in vrsto preiskave.

3.4. Postopki

3.4.1. Postopek za delo z analizatorjem Hitachi 912

Koncentracijo albuminov v vzorcu smo izmerili s turbidimetricno metodo. Vzorce v
¢aSicah smo vstavili na kroznik, na ra¢unalniku pa smo izbrali preiskavo albumini in zaceli
z analizo. Pipetor je vsrkal predpisano koli¢ino urina-vzorca in ga prenesel v merilno
celico, drugi pipetor je dodal reagent. Po doloenem casu inkubacije je poteklo

turbidimetri¢no merjenje. Po koncu preiskave se je rezultat izpisal na ekranu racunalnika.

Referen¢na vrednost oziroma mejna vrednost za koncentracijo albuminov je do 30 mg/L.

Slika 5: Spektrofotometer HITACHI 912 (12)

3.4.2. Postopek za delo z analizatorjem BN ProSpec

Analizator BN ProSpec (slika 6) sprejema naSe ukaze preko racunalnika, na katerem lahko
izberemo kontrolo, proces vzdrzevanja ali pa vrsto preiskave. Koncentracijo albuminov v
vzorcu smo izmerili z nefelometricno metodo. Vzorce v kivetah smo najprej vpisali v
racunalnik in jih po vrsti vstavili v kroznik. Na racunalniku smo izbrali preiskavo albumin
in priceli z analizo. Albumini v vzorcu dajo s specificnimi protitelesi imunske komplekse.
Del svetlobe gre skozi komplekse, del pa se odbije. Intenziteta odbite svetlobe je
proporcionalna koncentraciji albuminov v vzorcu. Po doloCenem c¢asu inkubacije je
poteklo nefelometri¢no merjenje. Ce je koncentracija visoka, analizator avtomatsko red¢i

vzorec in po kon¢anem protokolu se rezultati izpiSejo na ekran racunalnika.
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Referenc¢na vrednost za koncentracijo albuminov je do 30 mg/L.

FREERER AT —

Slika 6: Analizator BN ProSpec (13)
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4. REZULTATI IN RAZPRAVA

4.1. Rezultati

Vzporedno smo dolo¢ili koncentracijo albumina v 120 vzorcih urina na obeh analizatorjih
(preglednica I v prilogi). Rezultati na spektrofotometru so se gibali od 0 do 145,5 mg/l,
povprecna vrednost je znasala 18,35 mg/L. Na nefelometru so bili rezultati od 2,09 do
155,0 mg/LL s povpre¢no vrednostjo 23,69 mg/L, torej so bile koncentracije z

nefelometri¢éno metodo vi§je in sicer v povprecju za 29,1%.

HITACHI 912 BN ProSpec
najniZja vrednost 0 2,09
najvisja vrednost 145,5 155
aritmetiéna sredina 18,35 23,69
mediana 7,55 12,5

Primerjava rezultatov v nizkem merilnem obmocju od 0 do 10 mg/L je pokazala, da je v 20
primerih (6%) spektrofotometriéna meritev znasala 0 mg/L, medtem ko so bili pri
nefelometri¢ni metodi ti rezultati v obmocju od 2,09 do 5,98 mg/L. Ta razlika pa ni
statisticno znacilna, saj je izratun Wilcoxonovega neparnega testa pokazal, da je p =

0,1641. Na statisti¢no znacilno razliko sklepamo, ko je p < 0,05.

Sliki 7 in 8 prikazujeta frekvenco porazdelitve rezultatov izmerjenih koncentracij albumina
v urinu na posameznem analizatorju. Na obeh analizatorjih je bila veina rezultatov v

obmocju od 0 do 20 mg/L.
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Slika 7: Frekvenca porazdelitve koncentracij albumina na analizatorju Hitachi 912
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Slika 8: Frekvenca porazdelitve koncentracij albumina na analizatorju BN ProSpec

Izracunali smo enacbo regresijske premice in korelacijski koeficient. Na sliki 9 je diagram

regresijske premice z upostevanjem 95% meje zaupanja in 95% napovedne vrednosti.

Enacba premice: y = — 3,7764 + 0,9338 x. Korelacija obeh metod je dobra, saj je
korelacijski koeficient r = 0,9969.
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Slika 9: Regresijska premica in 95% napovedna vrednost ter 95% meja zaupanja parnih

rezultatov za 120 vzorcev, izmerjenih na analizatorju Hitachi 912 in BN ProSpec (mg/L)
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4.2. Rezultati 7 upoStevanjem zgornje referencne vrednosti 30 mg/L

Izbrali smo rezultate, ki so bili pod prazno vrednostjo, doloCeni na posameznem
analizatorju, in jih primerjali z vzporednimi rezultati iz drugega analizatorja. Zanimalo nas
je ujemanje rezultatov na obeh analizatorjih, ¢e upoStevamo zgornjo mejo referencne
vrednosti 30 mg/L (preglednica II in III v prilogi).

Najprej smo upostevali prazno vrednost za analizator Hitachi in pregledali rezultate
vzporednih meritev na nefelometru, nato pa Se obratno. Ugotovili smo, da je na
spektrofotometriénem analizatorju Hitachi 98 meritev pod vrednostjo 30 mg/L, na
nefelometricnem analizatorju BN ProSpec pa 96 meritev v istih vzorcih. Torej je

zabelezeno neujemanje pri dveh rezultatih, ki sta na nefelometru Ze nad mejno vrednostjo.

Izracunali smo enacbo regresijske premice in korelacijski koeficient. Na sliki 10 je
diagram regresijske premice z upostevanjem 95% meje zaupanja in 95% napovedne
vrednosti parnih rezultatov za vzorce, ki so bili na Hitachiju izmerjeni pod zgornjo

referencno vrednostjo 30 mg/L.

Enacba premice: y = - 3,5670 + 0,9161 x. Korelacija obeh metod je dobra, saj je
korelacijski koeficient r = 0,9737.
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Slika 10: Regresijska premica in 95% napovedna vrednost ter 95% meja zaupanja parnih
rezultatov za 98 vzorcev z upoStevanjem zgornje referenne vrednosti 30 mg/L na

analizatorju Hitachi
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Na sliki 11 je diagram regresijske premice z upoStevanjem 95% meje zaupanja in 95%
napovedne vrednosti parnih rezultatov za vzorce, ki so bili na analizatorju BN ProSpec pod

zgornjo referencno vrednostjo 30 mg/L.

Enacba premice: y = 4,3029 + 1,0349 x. Korelacija obeh metod je dobra, saj je korelacijski
koeficient r = 0,9706.
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Slika 11: Regresijska premica in 95% napovedna vrednost ter 95% meja zaupanja parnih
rezultatov za 96 vzorcev z upoStevanjem zgornje referen¢ne vrednosti 30 mg/L na

analizatorju BN ProSpec

4.3. Korelacija linearnosti izmerjenega signala med metodama

Zeleli smo ugotoviti ujemanje linearnosti izmerjenega signala na obeh analzatorjih, zato
smo izbrali vzorec urina z visoko vrednostjo albumina in ga red¢ili do titra 1 : 5. V vseh
vzorcih smo izvedli vzporedne dolocitve. Rezultati so zbrani v preglednici IV (v prilogi).
Rezultati so pokazali, da so vrednosti na analizatorju BN ProSpec v povprecju visje za

3,4%.

Izracunali smo enacbo regresijske premice in korelacijski koeficient. Na sliki 12 je
diagram regresijske premice z upoStevanjem 95% meje zaupanja in 95% napovedne
vrednosti parnih rezultatov za 6 vzorcev, izmerjenih na analizatorju Hitachi 912 in BN

ProSpec.
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Enacba premice: y = 8,5722 + 0,9905 x. Korelacija obeh metod je odli¢na, saj je
korelacijski koeficient r = 0,9998
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Slika 12: Regresijska premica in 95% napovedna vrednost ter 95% meja zaupanja parnih

rezultatov za 6 vzorcev, izmerjenih na analizatorju Hitachi 912 in BN ProSpec (mg/L)

Pri pregledu rezultatov vzporednih doloditev, ki so bili na spektrofotometru 0 mg/L, smo
ugotovili, da so se na nefelometru gibali od 2,09 do 5,98 (povprecna vrednost 3,34 mg/L)
(preglednica V glej v prilogi). To pa je nekako pri¢akovano, saj smo ze z zgornjimi rezutati
ugotovili, da so vrednosti, izmerjene na nefelometru, visje kot na spektrofotometru. Morda

je nefelometri¢na metoda nekoliko obcutljive;jsa.

Dolocitev mikroalbuminurije je pomemben diagnosti¢ni kriterij pri diabeti¢ni nefropatiji.
30-40% bolnikov s sladkorno boleznijo tipa I, po nekaterih podatkih celo 80%, razvije
diabeti¢no nefropatijo, medtem ko je pri tipu II verjetnost za pojav mikroalbuminurije in

nadaljni razvoj diabeti¢ne nefropatije le 25%.

Albumin je oznacevalni protein za dolocitev diabeticne nefropatije. Z zgodnjim odkritjem
diabeti¢ne nefropatije lahko z pravilno terapijo Se vedno preprec¢imo postopno izgubo

ledvi¢ne funkcije (1).
Mikro in makroalbuminurija se razlikujeta glede na koli¢ino albumina, ki se izloc¢i v urin.

Testni listi¢i niso primerni za ugotavljanje mikroalbuminurije, ker imajo nizko analizno

obcutljivost. Mikroalbuminurijo lahko detektiramo z uporabo analizno visoko obcutljivih
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hitrih testov ali z imunokemi¢nimi testi. Mikroalbuminurija je najzanesljivej$i znak za
motnje v delovanju glomerulne filtracije.

Tehnoloski razvoj laboratorijske opreme in vse bolj obcutljivih laboratorijskih
diagnosticnih metod zelo dobro sledi razvoju drugih diagnosti¢nih pripomockov za
odkrivanje razli¢nih bolezenskih stanj, ki so danes v porastu. Z uporabo imunoloSkih
tehnik (specificna protitelesa) lahko hitro, uc¢inkovito in zanesljivo odkrijemo patolosko
dogajanje v telesu. Tudi pri nasi nalogi smo uporabljali sodobni imunokemi¢ni metodi
(turbidimetrija, nefelometrija) za merjenje koncentracije albumina v urinu z uporabo

obcutljivejsih reagentov.

V nalogi je bilo zajetih 120 bolnikov, katerih vzorce smo prejeli v laboratorij iz ambulante
za diabetes Splosne bolnisnice Novo mesto. Ker so bili vsi bolniki diabetiki, ni bilo
potrebno spremljati povezave med diagnozo bolnika in koncentracijo albumina v urinu,
ampak smo primerjali rezultate paralelnih meritev dobljenih na dveh razli¢nih analizatorjih
(iz istih vzorcev urina). Vsak vzorec, ki smo ga prejeli v laboratorij z namenom, da
izmerimo koncentracijo albumina v svezem jutranjem urinu, smo analizirali paralelno na

analizatorju Hitachi 912 ter na analizatorju BN ProSpec.

Rezultati primerjav koncentracije albumina so pokazali, da je koncentracija na
nefelometri¢nem analizatorju BN ProSpec visja kot na spektrofotometricnem analizatorju

Hitachi 912. Rezultati na nefelometru so v povprecju visji za 29,12%.

Korelacija rezultatov obeh metod je zelo dobra, saj je korelacijski koeficient r = 0,9969 (za
vseh 120 meritev). Ko smo primerjali samo rezultate z upostevanjem prazne vrednosti (30
mg/L) za Hitachi 912 in BN ProSpec, smo ugotovili, da se 96 vzoprdno izmerjenih
rezultatov ujema, pri dveh rezultatih pa je spektrofotometer odcital ta dva rezultata pod
mejno vrednostjo, medtem ko sta bili ti dve vrednosti pri nefelometri¢éni metodi ze v

patoloSkem obmocju.
Rezultati vzporednih meritev pri visokih koncentacijah so pokazali, da sta obe metodi zelo

natan¢ni. Dokaz zato je dolocitev koncentracije albumina v razli¢nih titrih, ki smo jih sami

pripravili iz urina z visoko koncentracijo albumina. Izracun korelacijskega koeficienta za te
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meritve je bil skoraj 1 (r = 0,9998), torej je ujmenje obeh metod glede linearnosti

izmerjenega signala odli¢no.

20 rezultatov (6%) s koncentracijo 0 mg/L, dolocenih na spektrofotometru, je z
nefelometri¢no metodo imelo vrednosti med 2,09 in 5,98 mg/L. Rezultati v tem obmocju
na postavitev diagnoze nimajo vpliva, ker je to v obmocju znotraj referencnih vrednosti,
vendar pa razlika 29,1% ni zanemarljiva, ko govorimo o vrednostih, ki so na zgornji meji
refereCnega obmocja. Neujemanje rezultatov je morda lahko posledica razli¢ne sestave

reagentov (uporaba poliklonskih oziroma specifi¢nih protiteles).

Seveda postavljanje diagnoze diabeticne nefropatije ne temelji le na enkratni dolocitvi
koncentracije albumina v svezem urinu, temvec¢ je potrebno potrditev vsaj z dvema ali
tremi neodvisnimi preiskavami v obdobju 6 mesecev. Upostevati je potrebno tudi druge
vzroke ledvi¢nih bolezni, kot so infekcije urinarnega trakta, tubulne poskodbe, bioloski
faktorji kot je fizi€na aktivnost, sistemske infekcije, slabo spremljanje glukoze v krvi,

hipertenzija in sréne poskodbe (1).
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5. ZAKLJUCEK

Namen nase naloge je bil ugotoviti skladnost ali neskladnost rezultatov meritev
koncentracij albumina v urinu z dvema razlicnima rutinskima metodama. Na izbrani
populaciji diabeti¢nih bolnikov (120) smo v urinu dolocali koncentracijo albumina

vzporedno z dvema razlicnima metodama na dveh razli¢nih analizatorjih.

Ugotovili smo, da pri vseh 120 bolnikih metodi zelo dobro korelirata, saj je korelacijski
koeficient dober (r = 0,9969). Koncentracija na nefelometru je bila v povprecju za 29,1%
vi§ja kot na spektrofotometru. Ta razlika pa ni statisti¢cno znacilna, saj je izracun
Wilcoxonovega neparnega testa pokazal, da je p = 0,1641. Statisticna razlika bi bila, ¢e bi

bil p < 0,05.

Primerjava rezultatov vzporednih dolocitev z upoStevanjem prazne vrednosti 30 mg/L je
pokazala neujemanje pri dveh rezultatih. S turbidimetricno metodo na spektrofotometru
smo dolocili oba rezultata pod mejno vrednostjo, medtem ko sta bili vrednosti z

nefelometri¢no metodo ze v patoloskem obmocju.

Pri red¢enju vzorca (do titra 1 : 5) z visoko koncentracijo albumina se je izkazalo, da sta

obe metodi v vi§jih obmocjih zelo natancni, saj je korelacijski koeficient r = 0,9998.

Vzporedne meritve, ki so bile s spektrofotometri¢no metodo 0 mg/L, so z nefelometri¢no
metodo dale rezultate v obmoc¢ju od 2,09 do 5,98 mg/L. Rezultati v tem obmocju na
postavitev diagnoze nimajo vpliva, ker je to v obmocju znotraj referen¢nih vrednosti.

Vzroki za neujemanje pa so lahko v razli¢ni sestavi reagentov.
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PRILOGA

Preglednica I: Rezultati dolocitev koncentracije albumina v urinu na obeh
analizatorjih

ZAPOREDNA
STEVILKA HITACHI 912 BN ProSpec
mg/L mg/L
1 9,1 11,7
2 18,8 24,4
3 0 3,02
4 0 2,09
5 16,7 23
6 3,9 7,8
7 87,5 103
8 22,9 23,3
9 0,1 3,65
10 0 2,91
11 13,7 21,6
12 19,6 25
13 32,9 38,1
14 31,1 41,3
15 5,2 8,65
16 52,6 66,2
17 19,4 25,3
18 66,7 70,3
19 0,8 3,52
20 4,7 4,46
21 23,3 29,4
22 9,9 13,4
23 5,4 10,4
24 21,6 23,9
25 7,2 13,3
26 1,3 5,89
27 102,3 115
28 7,4 14,6
29 44,5 43,6
30 51,8 63
31 15,3 19,5
32 2,5 8,42
33 5,7 11,2
34 2,6 8,45
35 77,7 92,7
36 8,5 16,6
37 1,3 7,84
38 10,9 18,5
39 4,2 11,2
40 35,5 40,5
41 6,1 13,2
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42 7.1 12,4
43 32,7 37,8
44 1,5 6,42
45 11,5 17,9
46 8,7 12,6
47 79 14,3
48 1,5 6,35
49 7.8 12,7
50 13,5 18,7
51 37,2 42,7
52 12,3 19,2
53 0 4,16
54 79 9,86
55 119,7 128
56 3,5 9,11
57 14,3 21

58 0 2,17
59 8,2 8,48
60 7,7 14,9
61 10,4 15,7
62 30 35,6
63 1,2 6,41
64 71,4 87,1
65 19,1 26,8
66 69,6 791
67 51 9,47
68 21,8 26

69 25,7 26,1
70 13,1 17,4
71 0,8 4,56
72 61 68,3
73 0 5,48
74 14,3 21,2
75 37,6 41,6
76 0 4,43
77 9,4 14,7
78 14 17,8
79 1,6 4,54
80 1 4.7
81 0 2,6
82 56 64,7
83 0,3 4,98
84 12,7 17,7
85 0 2,46
86 0 3,16
87 0 3,34
88 3,3 6,89
89 2,2 6,99
90 9 14

91 5,4 7,96
92 0 3,56
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93 5,7 9,12
94 3,3 8,38
95 3,1 8,02
96 3 6,14
97 3,7 7,58
98 18,3 20,3
99 136,9 152
100 25 28,6
101 0 3,85
102 2,8 8,98
103 0 3,14
104 3,5 6,27
105 442 55,1
106 145,5 155
107 0 5,98
108 4,7 11,7
109 1,1 6,59
110 22,9 29,1
111 1,3 7,27
112 0 2,55
113 0 2,68
114 1,4 7,42
115 0 2,38
116 2,8 5,93
117 0 2,82
118 108 113
119 3,3 10,8
120 11,7 18,6
n=120 18,35 + 28,68 23,69 + 30,61
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Preglednica II: Primerjava rezultatov 7 upostevanjem prazne vrednosti na
spektrofotometru

ZAPOREDNA
STEVILKA HITACHI 912 BN ProSpec
mg/L mg/L
1 9,1 11,7
2 18,8 24,4
3 0 3,02
4 0 2,09
5 16,7 23
6 3,9 7,8
7 22,9 23,3
8 0,1 3,65
9 0 2,91
10 13,7 21,6
11 19,6 25
12 52 8,65
13 19,4 25,3
14 0,8 3,52
15 4,7 4,46
16 23,3 29,4
17 9,9 13,4
18 54 10,4
19 21,6 23,9
20 7,2 13,3
21 1,3 5,89
22 7,4 14,6
23 15,3 19,5
24 25 8,42
25 57 11,2
26 2,6 8,45
27 8,5 16,6
28 1,3 7,84
29 10,9 18,5
30 4,2 11,2
31 6,1 13,2
32 7,1 12,4
33 1,5 6,42
34 11,5 17,9
35 8,7 12,6
36 7,9 14,3
37 1,5 6,35
38 7,8 12,7
39 13,5 18,7
40 12,3 19,2
41 0 4,16
42 7.9 9,86
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43 3,5 9,11
44 14,3 21

45 0 2,17
46 8,2 8,48
47 7,7 14,9
48 10,4 15,7
49 30 35,6
50 1,2 6,41
51 19,1 26,8
52 5,1 9,47
53 21,8 26

54 25,7 26,1
55 13,1 17,4
56 0,8 4,56
57 0 5,48
58 14,3 21,2
59 0 4,43
60 9,4 14,7
61 14 17.8
62 1,6 4,54
63 1 4,7
64 0 2,6
65 0,3 4,98
66 12,7 17,7
67 0 2,46
68 0 3,16
69 0 3,34
70 3,3 6,89
71 2,2 6,99
72 9 14

73 54 7,96
74 0 3,56
75 57 9,12
76 3,3 8,38
77 3,1 8,02
78 3 6,14
79 3,7 7,58
80 18,3 20,3
81 25 28,6
82 0 3,85
83 2,8 8,98
84 0 3,14
85 3,5 6,27
86 0 5,98
87 4,7 11,7
88 1,1 6,59
89 22,9 29,1
90 1,3 7,27
91 0 2,55
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92 0 2,68
93 1,4 7,42
94 0 2,38
95 2,8 5,93
96 0 2,82
97 3,3 10,8
98 11,7 18,6

Preglednica III: Rezultati 7 upoStevanjem prazne vrednosti na nefelometru

Zg?g\F/{IELEEA BN ProSpec HITACHI 912
mg/L mg/L
1 7 9.1
2 24.4 18.8
3 3,02 0
4 2,09 0
5 23 16,7
6 7.8 3,9
7 23,3 22.9
8 3,65 0.1
9 2,91 0
10 21,6 13.7
11 25 19,6
12 8,65 5,2
13 25,3 19.4
14 3,52 0.8
15 4,46 47
16 29,4 23,3
17 13.4 9,9
18 10,4 5.4
19 23.9 21.6
20 13,3 7.2
21 5,89 13
22 146 7.4
23 8,42 2.5
24 112 5.7
25 8,45 2.6
26 16,6 8,5
27 7,84 13
28 185 10,9
29 112 4.2
30 13,2 6.1
31 12,4 7.1
32 6,42 15
33 17.9 15
34 12,6 8,7
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35 14,3 7,9
36 6,35 1,5
37 12,7 7,8
38 18,7 13,5
39 19,2 12,3
40 4,16 0

41 9,86 7,9
42 9,11 3,5
43 21 14,3
44 2,17 0

45 8,48 8,2
46 14,9 77
47 15,7 10,4
48 6,41 1,2
49 26,8 19,1
50 9,47 5,1
51 26 21,8
52 26,1 25,7
53 17,4 13,1
54 4,56 0,8
55 5,48 0

56 21,2 14,3
57 4,43 0

58 14,7 9,4
59 17,8 14
60 4,54 1,6
61 4,7 1

62 2,6 0

63 4,98 0,3
64 17,7 12,7
65 2,46 0

66 3,16 0

67 3,34 0

68 6,89 3.3
69 6,99 2,2
70 14 9

71 7,96 54
72 3,56 0

73 9,12 5,7
74 8,38 3.3
75 8,02 3,1
76 6,14 3

77 7,58 3,7
78 20,3 18,3
79 28,6 25
80 3,85 0

81 8,98 2,8
82 3,14 0

83 6,27 3,5
84 5,98 0

85 11,7 4,7
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86 6,59 1,1
87 29,1 22,9
88 7,27 1,3
89 2,55 0
90 2,68 0
91 7,42 1,4
92 2,38 0
93 5,93 2,8
94 2,82 0
95 10,8 3.3
96 18,6 11,7

Preglednica IV: Rezultati vzorca in tirov razlicnih koncentracij

VZOREC HITACHI BN ProSpec

mg/L mg/L

original 667,4 667
razmerje 1:1 282,4 295
razmerje 1:2 206 216
razmerje 1:3 154,5 162
razmerje 1:4 124,2 127
razmerje 1:5 102,7 107

Preglednica V: Primerjava nefelometricnih rezultatov, ki so bili na
spektrofotometru 0,00 mg/L

ZAPOREDNA
STEVILKA HITACHI 912 BN ProSpec

mg/L mg/L
1 0 3,02
2 0 2,09
3 0 2,91
4 0 4,16
5 0 217
6 0 5,48
7 0 4,43
8 1 47
9 0 2,6
10 0 2,46
11 0 3,16
12 0 3,34
13 0 3,56
14 0 3,85
15 0 3,14
16 0 5,98
17 0 2,55
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18 0 2,68
19 0 2,38
20 0 2,82
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