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Novija modifikacija fotometrijske metode po Jafféu je kompenzirana kineticka metoda. Procjena glomerularne filtracije klirensom
ili jednadzbom iz MDRD studije (€GFR) temelji se na izmjerenom serumskom kreatininu. Cilj je ovoga rada ocijeniti kako ce se
primjena kompenzirane metode odraziti na procjenu GFR i na klasificiranje bolesnika u stadije kroni¢ne bubrezne bolesti (KBB).
Skupini bolesnika (N=272; 130 M, 142 Z) starijoj od 20 godina kojoj je ordiniran klirens kreatinina, serumski kreatinin odreden je
kompenziranom i nekompenziranom metodom, obe sljedive prema referentnoj metodi, a koncentracije su koriStene za izracu-
navanje klirensa kreatinina i eGFR. Kompenzirana metoda statisticki se razlikuje od nekompenzirane (P<0,01), ali uz pripadajuée
referentne intervale istovjetno kategorizira bolesnike u patoloskiffizioloski razred (P=0,296-M; 0,950-Z). Klirens i eGFR osjetljivi
su na promjenu metode. Procjena GFR pokazuje znac¢ajne statistiCke razlike ovisno o primijenjenoj metodi za kreatinin. Vrijedno-
sti GFR s kompenziranom metodom znacajno su vise, osobito u podru¢ju GFR >30 mL/min/1,73m?. Razvrstavanje muskaraca u
stadije KBB pokazalo se neovisno o metodi (P=0,922 i 0,230), dok su Zene bile statisticki znacajno drugacije razvrstane u stadiji-
ma 1 do 3 prema rezultatima klirensa (P<0,016) i prema eGFR (P<0,001). Zamjena postojec¢e prakse odredivanja klirensa nekom-
penziranom metodom s eGFR kompenziranom metodom pokazala je statisticki usporedive rezultate, a bolesnici su bili jednako
razvrstani u stadije KBB (P=0,921).
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A review of the literature on methods of creatinine determination in blood cannot but leave one

with the impression that each investigator, using a new technique and one seemingly accurate, is
able to get figures quite different from those obtained by any previous method.

Behre and Benedict, 1922.

UvVOD

Fotometrijska metoda za mjerenje kreatinina koristi se
od 1886. godine otkad je Max Jaffé prvi opisao meto-
du na temelju zapaZan da reakcija kreatinina s pikrin-
skom kiselinom u alkalnom mediju razvija naranca-
sto obojenje (1). Zbog jednostavnosti i cijene metoda
se primjenjuje jo$ i danas u najvecem broju laborato-
rija diljem svijeta. Metoda je nespecificna te odstupa
od stvarne koncentracije kreatinina u serumu tvoreci
isto obojenje i s nekreatininskim supstancija, poglavi-
to proteinskim. Zbog slabe specifi¢nosti izazvane tzv.
pseudokromogenom vrijednosti kreatinina mogu biti
20% vise (2). Stoga se metoda stalno usavrsava da bi
se interferencije smanjile. Originalna Jafféova metoda
poboljsana je kinetickim pristupom kojim se izbjega-
va interferencija ve¢ine nekreatininskih sadrzaja. Kod
kineticke metode mjeri se apsorbancija u vremenu od
20 do 60 sekundi nakon pocetka reakcije da bi se izbje-
glo brzoreaktivne i spororeaktivne nekreatinske sup-
stancije (3). Kompenzirana Jafféova metoda matema-
ticka je modifikacija kineti¢ke (kontinuirane) metode
kao rezultat znanstvenih istrazivanja usporedbe s re-
ferentnom metodom. Vrijednosti kalibratora podese-
ne su tako da smanje utjecaj proteina na reakciju pa su
vrijednosti izmjerenog kreatinina nize (4). Enzimska,
teorijski specifi¢nija metoda, pokazuje bolja svojstva
od Jaffeove metode ali nije oslobodena interferencija,
a zbog viSestruko vise cijene nije $iroko prihvacena u
rutinskim laboratorijima (5).

Kreatinin se mjeri isklju¢ivo zato da bi se procijenila
brzina glomerularne filtracije (GFR, engl. Glomeru-
lar Filtration Rate) i to je njegova najvaznija klinicka
primjena (6). Stoga kreatinin moZemo smatrati bilje-
gom bubrezne funkcije, osim u rijetkim sluc¢ajevima
tubularnog poremecaja. Primjena egzogenih supstan-
cija za mjerenje GFR koje daju metodi svojstvo zlatnog
standarda, klini¢ki je tesko primjenjivo. No, ¢ak i ta-
kve izravne metode imaju pogreske u mjerenju GFR, a
pogotovu metode koje uklju¢uju sakupljanje urina. Po-
znata je problematika mjerenja GFR metodama kliren-
sa — pocevsi od neprakti¢nog, nepouzdanog i nepro-
vjerljivog sakupljanja urina, zatim analitickog mjerenja
u razli¢itim uzorcima s razli¢itim interferentima (urin
i serum) pa sve do dvojbenog matematickog omjera u
koji uvrstavamo rezultate i jo§ parametre procijenjene
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povrsine tijela i vremena. Usto, op¢e znanje iz fiziologi-
je udi nas da ne postoji proporcionalan odnos izmedu
GFR i serumskog kreatinina, ve¢ je odnos eksponenci-
jalan pa koncentracija serumskog kreatinina znacajno
raste tek kada brzina glomerularne filtracije padne na
50% normalne vrijednosti (7).

Zbog svega navedenoga procjena GFR na temelju se-
rumskog kreatinina ima najpouzdanije uporiste, ali
moramo biti unaprijed svjesni da nema savr$ene for-
mule za procjenu GFR. Dosadasnja istrazivanja isti¢u
MDRD (engl. Modified Diet in Renal Disease) i CKD-
EPI (engl. Chronic Kidney Disease Epidemiology Colla-
boration) empirijske formule boljima od ostalih jer su
rezultat opseznih studija, a validirane su na velikom
broju ispitanika (8-10).

Valja imati na umu da su svi rutinski laboratorijski pri-
stupi ocjeni bubrezne funkcije temeljeni na procjeni
GFR, a ne na mjerenju GFR. Procjena GFR pak ima
najvazniju klinicku primjenu u dijagnozi kroni¢ne bu-
brezne bolesti (KBB), ocjeni stupnja teZine bolesti i
ocjeni uspje$nosti terapije. KBB je sistematski defini-
rana 2002. i klasificirana u 5 stadija upravo na temelju
procjene GFR (11). Otad smo svjedoci mnostva rado-
va s novijim ili modificiranim metodama za procjenji-
vanje GFR. U njima klju¢no mjesto ima serumski kre-
atinin pa se prirodno namede imperativ da se trajno
poboljsava to¢nost analitickih metoda te uspostavlja
medunarodna standardizacija radi medulaboratorij-
ske usporedivosti. Klini¢ki biokemicari moraju prihva-
titi medunarodne preporuke NKDEP (engl. National
Kidney Disease Education Program) i ustrojiti svoje ru-
tinske metode. Kalibraciju valja provesti prema refe-
rentnom materijalu SRM 967 (engl. Standard Reference
Material) koji u prirodnoj matrici (smrznuti humani
serum) sadrzi kreatinin izmjeren referentnom meto-
dom IDMS (izotopna dilucijska masena spektrome-
trija) (12). Standardizacija metode za serumski kreati-
nin provedena je i u nasoj zemlji prema preporukama
HKMB (Hrvatska komora medicinskih biokemicara)
(13). Ujedno je preporucena kompenzirana metoda i
automatsko izrazavanje GFR (preciznije eGFR, engl.
estimated Glomerular Filtration Rate) na temelju iz-
mjerenog serumskog kreatinina i demografskih vari-
jabli - godine, spol i rasa.
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CILJ

Cilj je ovog istrazivanja ocijeniti kako c¢e se uvodenje
preporudene kompenzirane metode odraziti na klini¢-
ku primjenu, s posebnim naglaskom kako ¢e se odrazi-
ti na procjenu brzine glomerularne filtracije metodom
odredivanja klirensa kreatinina i preporu¢enom pri-
mjenom MDRD empirijske jednadzbe.

ISPITANICI I METODE

Ispitanici

U istrazivanje su ukljuceni svi bolesnici oba spola sta-
riji od 20 godina (raspon 20-87 godina; medijan =
62) u razdoblju od 7. oZzujka 2012. do 30. ozujka 2012.
¢iji su uzorci mokrace i seruma dostavljani u Klini¢-
ki zavod za kemiju (KZZK) KBC-a Sestre milosrdnice
(KBCSM) zbog pretrage klirensa kreatinina. Bolesnici
su imali razli¢ite uputne dijagnoze te su se i zahtjevi li-
je¢nika za pretragom temeljili na razli¢itoj medicinskoj
problematici. No, svi su imali zajednicki cilj da kliren-
som kreatina saznaju funkcionalnu o¢uvanost bubrega.
Ukupno su zaprimljena 272 uzorka. Od lije¢nika obi-
teljske medicine bila su upucena 133 bolesnika, a ostali
uzorci dostavljeni su s klini¢kih odjela - 62 bolesnika
s Nefroloskog odjela Klinike za unutarnje bolesti, a 72
s drugih odjela Klinike za unutarnje bolesti te drugih
klinika bolnice. Bolesnicima je ujutro nataste u labora-
toriju ili na odjelu uzeta jedna epruveta krvi bez anti-
koagulansa u epruvetu s podtlakom (Greiner bio-one,
Austrija) i preuzeta ukupna koli¢ina sakupljene 24-sat-
ne mokrace. Za potrebe ovog istrazivanja bolesnicima
nije uzeta dodatna koli¢ina krvi. Takoder, bolesnici su
u istrazivanju identificirani jedinstvenim identifika-
cijskim brojem te nisu kori$teni nikakvi osobni poda-
ci osim onih koji su obavezni dio identifikacije (dob i
spol), te visine i tezine koje su neophodni za pretragu
klirensa kreatinina zbog koje su i upuceni u laboratorij.

Uzorci krvi centrifugirani su u laboratorijskoj centri-
fugi brzinom od 3500 okretaja/min, nakon cega je od-
vojen serum i ¢uvan zamrzavanjem na -20°C. Ukupna
koli¢ina 24-satne mokrace homogenizirana je i izmje-
rena u menzuri od 3L.

Metode

U uzorcima seruma izmjeren je kreatinin kinetickom
Jaftéovom metodom (14) (S-kreatinin N) i kompen-
ziranom Jafféovom metodom (S-kreatinin K) na au-
tomatskom analizatoru AU 680 (Beckman Coulter,
Fullerton, SAD) s pripadaju¢im originalnim reagensi-
ma istog proizvodaca. Rezultati su izrazeni u pmol/L.

Metode su sljedive prema referentnoj metodi IDMS i
referentnom materijalu SRM 967 (smrznuta humana
plazma) Nacionalnog instituta za standarde i tehnolo-
giju (NIST, SAD) (15). Vrijednosti kalibratora za kom-
penziranu metodu pode$ene su tako da smanje utjecaj
proteina na reakciju, a interferencije se automatski ko-
rigiraju oduzimanjem 18 umol/L. Kreatinin u mokra-
¢i odreden je na istom analitickom sustavu kontinui-
ranom Jafféovom metodom (16,17) sljedivom prema
referentnom materijalu SRM 914a (supstancija krea-
tinina ¢istoe 99,7 £0,3%) s originalnim reagensima
proizvodaca uz automatsku diluciju mokrace 1:10 fizi-
oloskom otopinom. Mjerni postupci provedeni su pre-
ma uputama proizvodaca Beckman Coulter (18).

Klirens kreatinina izra¢unat je prema jednadzbi U x
V/S x t, u kojoj je U koncentracija kreatinina u mo-
kradi (pmol/L), V volumen 24-satne mokrace (mL), S
serumska koncentracija kreatinina (umol/L), a t broj
minuta u danu (1440). Rezultat je korigiran faktorom
1,73/A prema “idealnoj” povrsini tijela (1,73 m?) gdje je
A povréina tijela ispitanika izra¢unata na temelju nje-
gove visine i tezine (19). Rezultati klirensa izrazeni su
kao mL/min/1,73 m?.

Klirens kreatinina pokazan je dvjema ina¢icama u od-
nosu na uvrsteni rezultat serumskog kreatinina - ne-
kompenziranom Jafféovom metodom (klirens kre-
atinina N), i kompenziranom Jafféovom metodom
(klirens kreatinina K).

Rezultati eGFR takoder imaju dvije inadice u odnosu
na metodu za serumski kreatinin - eGFR N prema ne-
kompenziranoj i eGFR K prema kompenziranoj Jafféo-
voj metodi. Bududi da je metoda za kreatinin sljediva
prema IDMS, koristili smo prikladnu MDRD formulu
uskladenu sa standardizacijom (20) - eGFR = 175 x [S
% 0,011312] 1% x dob*** x F x 1.212, gdje je S serum-
ska koncentracija kreatinina izrazena u pmol/L, dob
godine starosti, F faktor ovisan o spolu (zene F=0,742,
muskarci F=1),a 1,212 je primjeren za crnce. Rezultati
eGFR izrazeni su kao mL/min/1,73 m?

Statisticke metode

Za prikaz rezultata i statisticku obradu podataka ko-
ristili smo rac¢unalni programi Excel 2010, Micro-
soft office (Microsoft, SAD) i MedCalc v. 12.2.1.0.
(MedCalc Software, Mariakerke, Belgija). Podaci i re-
zultati prikazani su deskriptivnom statistikom, a distri-
bucija podataka testirana je Kolmogorov-Smirnovlje-
vim statistickim testom na normalnost raspodjele. Za
ocjenu ujednacenosti skupine po dobi i spolu koristeni
su x>-test te testovi usporedbe medijana Mann-Whit-
neyev U test i Wilkoxonov testom za parne uzorke. Us-
poredivost metoda za procjenu glomerularne filtraci-
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Tablica 1.
Obiljezja bolesnicke skupine (N = 272)

Dob (godine) TT (kg) TV (cm)
62,0 80,8 169,9

95% Cl 60,6 - 64,1 78,9 -82,7 |168,8-170,9
SD 14,4 15,92 9,16
medijan 65 80,00 170,00
95% CI 63 - 67 79 - 81 168 - 170
min - max 20 - 87 39 -134 146 - 193
25-75P 54 -73 70-90 164 - 177
P 0,005 0,080 0,241

TT - tjelesna tezina; TV - tjelesna visina; N — broj ispitanika; -
srednja vrijednost; 95% CI - interval pouzdanosti od 95%; SD
- standardna devijacija; minimum - najniza izmjerena vrijednost;
maksimum — najviSa izmjerena vrijednost; 25. — 75. P (percentila)
— interkvartilni raspon; P — testiranje normalnosti raspodjele (na
razini znac¢ajnosti P < 0,05)

je testirana je regresijskim modelom Passing-Bablok i
Bland-Altmanovom analizom. Usporedivost razvrsta-
vanja bolesnika u klinicke kategorije u odnosu na pri-
mijenjenu metodu za GFR testirana je x*-testom.

REZULTATI

Skupina od 272 bolesnika u dobi od 20 do 87 godina
(medijan = 65) imala je ujednacen udio Zena i mus-
karaca (130 M: 142 Z; P=0,542). Bududi da raspo-
djela dobi nije slijedila normalnu raspodjelu (tablica
1), testirali smo razlike muskih i zenskih skupina po
dobi Mann-Whitnijevim U testom za neparametrij-
ske uzorke. Rezultati su pokazali da medu skupinama
zena i muskaraca ne postoje statisticki znacajne razlike
u odnosu na starosnu dob (P=0,377).

Tablica 2.
Koncentracije serumskog kreatinina izmjerene kinetickom nekompenziranom i kompenziranom Jafféovom metodom
S-kreatinin N S-kreatinin K
spol M* Z* M z
N 130 142 130 142
+SD (umol/L) 172,4 + 131,11 121,1 + 89,59 163,1 + 134,32 109,6 + 92,14
25-75 P (umol/L) 102,0 — 194,0 75,0-120,0 93,0 -183,0 62,0 - 106,0
medijan (umol/L) 131,50 90,00 122,50 76,00
min — maks (umol/L) 50 - 1094 36 — 635 38 - 1084 21 - 650
95% CI (umol/L) 121,3 -148,3 83,0 -94,0 110,7 - 136,9 72,8 - 82,
P <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001

S-kreatinin N — koncentracija kreatinina u serumu odredenog nekompenziranom Jafféovom metodom za kreatinin; S-kreatinin K —
koncentracija kreatinina u serumu odredenog kompenziranom Jafféovom metodom za kreatinin; M — muskarci; Z - zene; N - broj
ispitanika; - srednja vrijednost; 95% CI - interval pouzdanosti od 95%; SD - standardna devijacija; 25. — 75. percentila — interkvartilni

raspon; min—-maks — najvi$a i najniza koncentracija; P - testiranje normalnosti raspodjele (na razini zna¢ajnosti P < 0,05)
*parnim Wilcoxonovim testom nadena statisti¢ki znagajna razlika vrijednosti kreatinina po metodi za M (P<0,0001) i Z (P<0,0001)

Tablica 3.

Frekvencije koncentracija serumskog kreatinina prema referentnim intervalima za nekompenziranu i kompenziranu

Jafféovu metodu

Spol Podrucja unutar i izvan S-kreatinin N Kategorija S-kreatinin K P (42 test)
referentnih intervala (umol/L) (umol/L) (umol/L) (umol/L)

<79 5 <64 5

M (N=133) 79 -125 54 64 — 104 42 0,296
>125 71 >104 83
<63 6 <49 5

7 (N=142) 63 - 107 90 49 -90 90 0,950
>107 46 >90 47

S-kreatinin N - koncentracija kreatinina u serumu odredenog nekompenziranom Jaffé metodom za kreatinin; S-kreatinin K -
koncentracija kreatinina u serumu odredenog kompenziranom Jaffé metodom za kreatinin; P — testiranje razlike proporcija %2 testom

(na razini znacajnosti P < 0,05); M — muskarci; Z - %ene
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Tablica 4.
Vrijednosti klirensa kreatinina odredenog nekompenziranom i kompenziranom Jafféovom metodom za kreatinin
Klirens kreatinina N Klirens kreatinina K vV (mb) A (m2) U - kreatinin
(mL/min/1,73m2) (mL/min/1,73m2) (mmoL/24h)
Spol M z M z M V4 M+Z M+Z
N 130 142 130 142 130 142 272 272
(+SD) 61,6 (33,71) | 68,3 (33,02) | 68,4 (39,45) | 80,9 (42,03) | 2007,7 (861,44) | 1995,6 (802,17) | 1,9 (0,21) | 11,5 (4,44)
1300,0 - 1400,0 -
25-75P | 38,6-81,0 | 42,1-88,4 | 41,3-90,9 | 45,8-107,2 26200 23700 1,7-2,1| 83-134
Medijan 56,9 70,4 62,4 81,7 1845,0 1890,0 1,9 10,7
1620,8 - 1700,0 -
o _ _ _ _ , , _ _
95% Cl | 50,1-63,3 | 60,5-76,7 | 54,1 -70,1 | 69,2-89,9 2000,0 2020,0 1,8-19| 99-116
P 0,397 0,808 0,227 0,827 0,115 0,004 0,797 0,015

Klirens kreatinina N - klirens kreatinina odreden nekompenziranom Jafféovom metodom za kreatinin; klirens kreatinina K - klirens kreatinina
odreden kompenziranom Jafféovom metodom za kreatinin; V — volumen 24-satne mokrace; A — povrsina tijela; U — kreatinin — koncentracija
kreatinina u 24-satnoj mokraci; N — broj ispitanika; - srednja vrijednost; SD - standardna devijacija; 25. — 75. P (percentila) — interkvartilni
raspon; 95% Cl - interval pouzdanosti od 95%; P - testiranje normalnosti raspodiele (na razini znacajnosti P < 0,05); M - muskarci; Z - zene

Tablica 5.
Vrijednosti eGFR odredene nekompenziranom i kompenziranom Jafféovom metodom za kreatinin

eGFR N (mL/min/1,73m2) eGFR K (mL/min/1,73m2)
Spol M z M z
N 130 142 130 142
(+SD) 51,8 (25,44) 56,9 (25,57) 59,1 (32,65) 69,8 (38,15)
25-75P 33,7 - 68,3 40,9-73,0 35,5-79,0 47,4-91,5
Medijan 50,2 59,2 55,5 70,3
95% ClI 43,3 - 56,6 50,1 -62,3 47,8 -63,9 65,2 -75,5
P 0,749 0,359 0,619 0,286

eGFR N - procjenjena brzina glomerularne filtracije odredene nekompenziranom Jafféovom metodom za kreatinin; eGFR K- procijenjena
brzina glomerularne filtracije odredene kompenziranom Jafféovom metodom za kreatinin; N — broj ispitanika; - srednja vrijednost; SD
— standardna devijacija; 25. — 75. percentila — interkvartilni raspon; 95% CI - interval pouzdanosti od 95%; P — testiranje normalnosti

raspodijele (na razini znagajnosti P < 0,05); M — muskarci; Z - Zene

Koncentracije serumskih kreatinina izmjerene nekom-
penziranom i kompenziranom metodom prikazane su
u tablici 2.

Koncentracije kreatinina u serumu prema obim me-
todama analizirane su statistickim metodama Passing-
Bablok i Bland-Altman. Odnos metoda utvrden je jed-
nadzbom pravca regresije y = 0,967x + 14,725 koji
od idealnog modela y=x ne odstupa po linearnosti
(P=0,76). Odsjecak na pravcu y ima 95% CI od 13,950
do 15,419, a za nagib pravca regresije 95% CI iznosio je
0,961 to 0,975. Bududi da intervali pozdanosti 95% CI
odsjecka i nagiba ne sadrze 0, odnosno 1, zaklju¢ujemo
da metode nisu usporedive.

Nepodudarnost metoda ocekivani je rezultat, a to po-
tvrduje i uspostava razli¢itih referentnih intervala za
nekompenziranu (M: 79-125; Z: 63-107 pmol/L) (21)
i kompenziranu metodu (M: 64-104; Z: 49-90 pmol/L)
(22) $to je prihvatljivo i za nasu populaciju (23).

Udio bolesnika u podru¢jima izvan i unutar referen-
tnih intervala u odnosu na metodu mjerenja kreati-
nina, prikazana je u tablici 3. Rezultati testiranja x*-
testom pokazuju da su udjeli bolesnika unutar i izvan
referentnih intervala ujednaceno svrstani u fiziologke i
patologke razrede, podjednako s nekompenziranomis
kompenziranom metodom za kreatinin (M: P=0,2960,
7: P=0,9504).

Rezultate klirensa kreatinina izvedenog iz mjerenih
koncentracija kreatinina u serumu i u mokradi te iz
podataka o volumenu mokrace (V) i povrsine tijela
(A) prikazani su na tablici 4, a rezultati za eGFR na ta-
blici 5.

Statistickom regresijskom analizom Passing-Bablok
(sl 1) utvrdena je neusporedivost klirensa temeljenih
na razli¢itim metodama za serumski kreatinin. Zaklju-
¢ak proizlazi iz sljede¢ih podataka o jednadzbi prav-
ca regresije y=1,212x-4,414: odstupanje od linearnosti
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(P<0,01); 95% CI odsjecka na osi y ne sadrzi 0 (-5,266
do -3,578),a 95% CI nagiba pravca ne sadrzi 1 (1,195
do 1,232). Model Bland-Altman (sl. 2) pokazuje uspo-
redivost i homogenost rezultata za vrijednosti kliren-
sa do 30 mL/min. Porastom vrijednosti raste rasipanje
rezultata i razdvajanje muske od Zenske populacije kao
rezultat sve vele razlike izmedu dviju metoda. Premda
je 95% rezultata unutar +1,96 SD, taj raspon razlika, od
-27,8 do +8,1 mL/min/1,73m? nije klini¢ki beznacajan.
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Statistickom regresijskom analizom Passing-Bablok,
prikazanom u sl. 3., utvrdena je neusporedivost eGFR
ovisno o primijenjenoj metodi za serumski kreatinin.
Zakljucdak proizlazi iz sljede¢ih podataka o jednadzbi
pravca regresije: y=1,294x-6,456: odstupanje od linear-
nosti (P<0,01),95% CI odsjecka na osi y ne sadrzi broj
0 (-7,703 do -5,432),a 95% CI nagiba pravca ne sadrzi
broj 1 (1,271 do 1,318). Rezultati upucuju na postoja-
nje konstantne i proporcionalne razlike izmedu meto-
da. Model Bland-Altman (sl. 4) pokazuje usporedivost
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i homogenost rezultata za vrijednosti klirensa do 30
mL/min. Porastom vrijednosti raste rasipanje rezultata
i razdvajanje muske od Zenske populacije kao rezultat
sve vele razlike izmedu dviju metoda. Premda je 95%
rezultata unutar +1,96 SD, taj raspon razlika od -34,5
do +14,1 mL/min/1,73 m? nije klini¢ki beznacajan.

Nadalje, rezultate klirensa i eGFR razvrstali smo pre-
ma stadijima KBB utvrdenim 2002. god. (stadij 1, 290;
stadij 2, 60-89; stadij 3, 30-59; stadij 4, 15-29; stadij

5,<15 mL/min/1,73m?) (11). Definirani su stupnjevi,
sukladni napredovanju bolesti, klini¢ko su uporiste za
dijagnozu KBB (GFR < 60 mL/min/1,73m? koji op-
stoji 3 i viSe mjeseci), pretrazivanje i skrb o bolesni-
cima oboljelih od KBB (24). Klini¢ke kategorije KBB
definirane su prema procjeni GFR bez obzira na spol.
Isto tako i referentni interval za GFR (60 do 143 mL/
min/1,73) obuhvaca oba spola. Medutim, u statisti¢-
kim analizama ovog istrazivanja (sl. 1-4) primijetili
smo izdvajanje Zenske populacije te smo razvrstali bo-

185



E Soldo, M. Brzak, N. Vrki¢
Kompenzirana metoda za odredivanje kreatinina i procjena glomerularne filtracije u heterogenoj populaciji bolesnika
Acta Med Croatica, 66 (2012) 179-191

Tablica 6.
Frekvencije bolesnika u stadijima KBB
Kategorije GFR Klirens Klirens P (2 eGFR N eGFR K p
Spol raspona (mL/ kreatinina N kreatinina K test) (mL/min/ (mL/min/ (2 test)
min/1.73m2) (mL/min/1.73m2) | (mL/min/1,73m2) 1.73m2) 1.73m2)
> 90 28 33 11 22
60 - 89 32 34 34 38
M (N=130) 30-59 47 41 0,922 59 46 0,230

15-29 15 14 19 17
<15 8 8 7 7
=90 32 59 7 39
60 -89 53 37 63 51

7 (N=142) 30-59 36 27 0,016 47 28 <0,0001
15-29 19 17 20 19
<15 2 2 5 5

KBB - kroni¢na bubrezna bolest; klirens kreatinina N — klirens kreatinina odreden nekompenziranom Jafféovom metodom za kreatinin;
klirens kreatinina K - klirens kreatinina odreden kompenziranom Jafféovom metodom za kreatinin; eGFR N - procijenjena brzina
glomerularne filtracije odredene nekompenziranom Jafféovom metodom za kreatinin; eGFR K- procijenjena brzina glomerularne
filtracije odredene kompenziranom Jafféovom metodom za kreatinin; P — testiranje razlike proporcija x2-testom (na razini znac¢ajnosti

P < 0,05); M — muskarci; Z — Zene

lesnike prema spolu. Prikazani su udjeli bolesnika u
pojedinoj kategoriji KBB na temelju GFR raspona. U
tablici 6. razvrstani su prema vrijednostima klirensa i
eGFR u odnosu na primijenjenu metodu za serumski
kreatinin. Rezultati x*-testa pokazali su da nema ra-
zlike u proporcijama izmedu skupina muskih bolesni-
ka (P=0,923 i P=0,230), ali da se ona statisticki zapaza
kod skupina Zenskih bolesnika (P=0,015 i P<0,0001)
gdje su najvece razlike u proporcijama zapaZene u sta-
dijima 1,21 3.

RASPRAVA

Populacija bolesnika koja se slu¢ajno nasla u KBCSM
u toku ozujka 2012., reprezentativni je slu¢ajni uzorak
kakav se realno susrece svakodnevno u klini¢koj prak-
si. Uzorak je dovoljno velik (N=272), ukljucuje hetero-
gene uputne i definitivne dijagnoze, pa tako i kroni¢ne
bubrezne bolesnike i sve one koji to nisu. Svim bolesni-
cima u klini¢koj praksi odreduje se na isti nacin klirens
kreatinina, a prosudbu nalaza ne moze kontrolirati la-
boratorij jer ne zna sve ulazne parametre. Ogranicenja
u interpretaciji nalaza serumskog kreatinina dobro su
poznata (Zivotna dob, mi$i¢na masa, Zenski spol, manja
misi¢na masa, vegetarijanska prehrana, ingestija kuha-
nog mesa, malnutricija, mi$i¢na degeneracija, ampu-
tacija, pretilost, lijekovi, smanjena tubularna sekrecija
kreatinina itd.), kao i predanaliticke interferencije zbog
ikterije, lipemije i hemolize (14,25,26). Najée$ce kori-
$tena metoda u hrvatskim laboratorijima je kineticka,
tj. kontinuirana metoda (14). O tome svjedoce izvje-
$taji povjerenstva za vanjsku kontrolu kvalitete HKMB.
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Kompenzirana Jaftéova kontinuirana metoda (16,17).
novija je inacica koju ¢e najvjerojatnije poceti primje-
njivati laboratoriji potaknuti preporukom HKMB. No,
valja re¢i da primjena kompenzirane metode naila-
zi na suprostavljena misljenja u svjetskoj znanstvenoj
biomedicinskoj zajednici, osobito zbog njezina utjeca-
ja na procjenu glomerularne filtracije (27,28). Za sada
je nacionalna biokemicarska zajednica prihvatila glo-
balnu standardizaciju te primjenjuje metode za krea-
tinin sljedive po IDMS i refrentnom materijalu SRM
967. Najveci doprinos unapredenju metode i harmoni-
zaciji nalaza dala je upravo standardizacija ustanovivsi
referentnu metodu i referentni materijal.

Ni ova metoda, kao ni druge modifikacije originalne
Jafféove izvorne metodei ili ¢ak enzimske metode, ne
mogu biti oslobodene slabe specifi¢nosti i ponovljivo-
sti (27).

Nasi rezultati mjerenja serumskog kreatinina pokaza-
li su statisticki znacajne razlike izmedu kompenzirane
i nekompenzirane metode (proporcionalna i linearna
razlika), ali u skladu s referentnim intervalima bolesni-
ci su ujednaceno svrstani unutar ili izvan referentnog
intervala ()*testiranje: M: P=0,2960; Z: P=0,594). Sli¢-
ne su rezultate dobili i autori u zemlji (23), kao i u ino-
zemstvu (29). Taj podatak moze osokoliti laboratorije
da bez rizika, uz promjenu referentnog intervala, pri-
mjenjuju to¢niju analitiku. No, kakav ¢e biti utjecaj na
procjenu GFR?

Klirens kreatinina, u svojstvu funkcionalnog testa, ima
mnoge manjkavosti, a ¢esto je najveéi problem toc-
no i pravilno prikupljena 24-satna mokraca. Precije-
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njen GFR je to izraZeniji §to je koncentracija kreati-
nina udaljenija od normalne vrijednosti (7,30) jer je
odnos klirensa kreatinina i serumskog kreatinina eks-
ponencijalan (7). Nadalje, nepouzdan je i postupak ko-
jim stavljamo u omjer mjerenja u razli¢itim uzorcima
(serum i mokraca) s razli¢itim analitickim svojstvima
i interferencijama. Op¢enito, mokraca sadrzi znatno
manje ostalih kromogena koji mogu interferirati. Me-
dutim, i MDRD jednadZba ima svoje mane, a najveca
je to $to je MDRD jednadzba radena na populaciji s
KBB te se u pravilu ne bi smjela primjenjivati u pre-
trazivanju opce populacije, tj. na bolesnike koji nemaju
KBB. Odnos kreatinina i GFR razli¢it je u te dvije po-
pulacije jer tubularna sekrecija kreatinina raste kako
GEFR pada (31,32). Kona¢no, kako je odnos GFR i se-
rumskog kreatinina eksponencijalan, male promjene u
koncentraciji serumskog kreatinina dovode do velikih
modifikacija rezultata MDRD jednadzbe. Zbog slabe
preciznosti svih Jafféova metoda, odstupanje u odredi-
vanju serumskog kreatinina moze uzrokovati dovoljne
promjene vrijednosti kreatinina da se smanji to¢nost
MDRD jednadzbe kod bolesnika koji nemaju KBB.xii
MDRD studija provedena je s mjerenjima prema konti-
nuiranoj metodi prije standardizacije (33), poslije koje
je uslijedilo nekoliko korekcija u odnosu na standardi-
zaciju (20), na zdrave ispitanike te objedinjene zdrave
i bolesnicke skupine izrazene usrednja¢enom formu-
lom primjenjivom za sve populacije (34). Do danas je
objavljeno preko 45 inacica jednadzbe koje procjenju-
ju GFR na temelju mjerenja serumskog kreatinina.

Ukratko, sve manjkavosti empirijske formule MDRD i
metode za kreatinin moZemo pripisati i klirensu krea-
tinina. Dapace, jos$ i viSe nepouzdanosti vreba u nalazu
klirensa. Zac¢udno je nepovjerenje nase medicinske za-
jednice prema primjeni MDRD formule. Istodobno se
s velikim povjerenjem koristi metoda klirensa kreati-
nina ¢ijih smo manjkavosti svi svjesni i s tih se pozicija
nepouzdanosti znalacki interpretira nalaz. Ne treba za-
boraviti da su i klirens kreatinina i eGFR samo procje-
ne bubrezne funkcije (35).

U medicinskim krugovima najvi$e se koplja lome oko
odluke treba li automatski uz nalaz kreatinina izvje-
$tavati 1 eGFR. Stavovi su opet suprostavljeni (36-38)
ponajvise zbog udjela pogre$no svrstanih ispitanika.
Premda procjena GFR ima za cilj procijeniti bubreznu
funkciju u KBB, a ne u akutnim bubreznim bolestima,
jedan dio znanstvene zajednice zastupa ciljano pretra-
zivanje s eGFR, a ne univerzalno (13,39). Drugi dio pak
aplaudira automatskom izvje$tavanju jer je to podatak
vise, tovi$e vredniji podatak od samog serumskog kre-
atinina (2) za nefrologa i lje¢nika obiteljske medicine
koji ¢e uz anamnesticke podatke te uz rezultate mjere-
nja albumina/proteina u urinu znati prosuditi i vredno-
vati procijenjeni GFR. Stovie, bit ée to prilog ranoj di-
jagnostici bubreznih bolesti u preklini¢koj fazi, dok jo$

nisu izrazeni simptomi. Najvaznija i gotovo jedina mi-
sija klirensa ili eGFR jest procijeniti stadij i rano otkriti
KBB te primijeniti medicinsku strategiju radi smanje-
nja rizika za progresiju zatajenja bubrega i kardiovasku-
larne smrti (30). Klini¢ke preporuke gotovo svih svjet-
skih stru¢nih drustava upuéuju na procjenjivanje GFR
empirijskom jednadzbom po MDRD (11,13,20,40-42),
a automatsko izvjestavanje eGFR s nalazom serumskog
kreatinina preporu¢uju ponajvise americ¢ka drustva. U
nekim je drzavama (Velikoj Britaniji i nekim drzavama
u SAD) automatsko izvjestavanje cak obavezno i reguli-
rano je legislativom (43). U SAD 84% laboratorija auto-
matski izvjestava eGFR, ve¢ina prema MDRD, a svega
4% prema CKD-EPI jednadzbi (44).

Razumljivo je da su i empirijska jednadzba, kao i kli-
rens kreatinina, osjetljivi na svaku promjenu metode
za serumski kreatinin. Stoga, logi¢no je da nakon glo-
balne standardizacije prema IDMS ocekujemo pro-
mjene i korekcije u procjeni eGFR (45) ali i u klasi¢-
nom Kklirensu kreatinina. IstraZivanje o primjenjivosti
IDMS sljedivih metoda za kreatinin pokazalo je da je
pouzdanije koristiti korigiranu IDMS sljedivu MDRD
formulu (2). Isto tako i prelazak na kompenziranu me-
todu polucio je promjene u procjeni GFR (2,29,45).
Nasgi rezultati pokazuju statisticki znacajnu nepodu-
darnost u odredivanju klirensa te eGFR ovisno o pri-
mijenjenoj metodi za kreatinin u serumu, ali je njihov
odnos sac¢uvao linearnost.

U fokusu naseg istrazivanja utjecaja kompenzirane me-
tode za kreatinin bilo je pitanje kako ¢e primjena meto-
de razvrstati bolesnike u stadije KBB. Klini¢ka praksa
transformira laboratorijski nalaz u neki od stupnjeva
KBB - od moguceg postojanja KBB, do sigurne KBB.
To je stupnjevanje bolesnika i teZine bolesti u klinici
najvazniji i najodgovorniji trenutak jer se na temelju
toga poduzimaju medicinski postupci. Razvrstavajuci
nase ispitanike zaklju¢ili smo da se kod muskih ispita-
nika nije razlikovalo klasificiranje zbog primjene nove
metode te statisticku nepodudarnost mozemo smatrati
klinicki nevaznom. Medutim, Zene su se u tim modeli-
ma izdvojile kao posebna populacija koja se nije jedna-
ko ponagala u razvrstavanju prema stupnjevima KBB.
Promjena metode utjecala je na razvrstavanje Zenskih
bolesnika prema klirensu (P=0,0156) i jo§ vi§e prema
eGFR (P=0,0001), ali samo u ispitanica s vrijednosti-
ma GFR nizim od 30 mL/min/1,73 m*. To je prouzro-
¢ilo reklasifikaciju u stupnjevima KBB u odnosu na ne-
kompenziranu metodu. Do navedene vrijednosti GFR
od ~30 ml/min/1,73m? muskarci i Zene homogena su
skupina. Kod visih vrijednosti trend se proporcional-
no mijenja - za oba spola povecava se vrijednost GFR
s kompenziranom metodom proporcionalno s padom
koncentracije serumskog kreatinina (sl. 2 i 4), a isto-
vremeno se istim trendom razdvajaju spolovi. Objas-
njenje za ovu pojavu nije jednostavno, tim vise Sto
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MDRD formula za eGFR ima korekciju za Zenski spol
(F=0,742). Korekcijski faktor dokazuje da postoji ra-
zlika izmedu spolova, ali ona se ne ¢ini proporcional-
nom. Klini¢kim jezikom to znaci da ¢e kompenzirana
metoda procijeniti bubreznu funkcije drugacije - vedi
¢e broj Zena prijediiz 3.1 2. kategorije u 2.1 1. kategoriju
KBB. To moze imati klini¢ke posljedice. Sli¢ne rezulta-
te neproporcionalnih nalaza klirensa i eGFR na granici
serumske koncentracije kreatinina od 150 umol/L (su-
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kladno vrijednostima eGFR oko 30 mL/min) dobili su
i drugi autori (4,29).

Ukupni rezultati jo$ jednom dokazuju da su matema-
ticke izvedenice i manipulacije s izmjerenim vrijedno-
stima podlozne velikim oscilacijama za vrlo malu pro-
mjenu izmjerenih veli¢ina. Takav je primjer i nas “stari,
dobri” klirens kreatinina.
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U nasem radu nismo usporedivali usporedivost kliren-
saieGFR,jer nijedna metoda ne procjenjuje bubreznu
funkciju s istih pozicija i istom metodologijom. Takav
pristup nije statisti¢ki opravdan.

Tablica 7.

Usporedba frekvencija (272 ispitanika, neovisno o spolu) u
stadijima KBB prema rezultatima klirensa keatinina N i pre-

ma eGFR K
Kategorije K|Ir?n.S eGFRK | P (2
GFR raspona kreatinina .

Spol ; . (mL/min/ | test)
(mL/min/ N (mL/min/ 1,73m2)
1,73m2) 1,73m2) ’

>90 59 59
60 -89 85 91

MiZ 30-59 82 73 0,921

15-29 36 37
<15 10 12

KBB - kroni¢na bubrezna bolest; klirens kreatinina N — klirens
kreatinina odreden nekompenziranom Jafféovom metodom za
kreatinin; eGFR K- procijenjena brzina glomerularne filtracije
primjenom kompenzirane Jafféovom metode za kreatinin; P —
testiranje razlike proporcija x2-testom (na razini znac¢ajnosti P <
0,05); M — muskarci; Z - zene

U KZZK, gdje je i provedeno istrazivanje, rutinski se
primjenjuje metoda za klirens kreatinina s nekompen-
ziranom kineti¢kom metodom za kreatinin sljedivom
prema IDMS i SRM 967. Sto bi se, primjerice, dogo-
dilo da se prema preporukama svjetskih i domacih
stru¢nih drustava opredijeli za dvostruku promjenu -
primjenu kompenzirane metode i procjenu bubrezne
funkcije s eGFR?

Premda smo naglasili da nije opravdano usporedivati
procjene GFR koje nemaju istu metodologiju, prikazat
¢emo mogudi dogadaj u praksi.

Rezultat bi bio sljededi:

Iz prikazane analize zaklju¢ujemo da bi klinic¢ari jed-
va primijetili promjenu, $to nije sluc¢ajnost. Statistic¢-
ka analiza podupire usporedivost metoda prema svim
statistickim parametrima (sl. 5 i 6). Stovise, rezulta-
ti eGFR jednakovrijedno mogu razvrstati bolesnike u
stadije KBB (P=0,921; tablica 7).

Istodobna primjena kompenzirane metode za serum-
ski kreatinin i primjena formule MDRD za procjenu
GFR (eGFR) prihvatljivija je od postupne promjene -
prelaska na kompenziranu metodu uz zadrzanu meto-
du klirensa kreatinina. Dobitak za klinicku praksu -
bolesnici ne bi prikupljali 24-satnu mokracu.

Zaklju¢ujemo da kompenzirana Jaffeova metoda za
kreatinin nije usporediva s nekompenziranom meto-

dom, a klini¢ki je potpuno primjenjiva za opcéu po-
pulaciju stariju od 20 godina uz preduvjet promjene
referentnih intervala. Procjena brzine glomerularne
filtracije osjetljiva je na promjenu metode za serumski
kreatinin. Primjena kompenzirane Jaffeove metode za
kreatinin utje¢e na procjenu GFR. Klirens kreatinina
odreden s kompenziranom metodom nije usporediv
s klirensom odredenim nekompenziranom metodom.
Vrijednosti klirensa s kompenziranom metodom zna-
¢ajno su vise Razlika je neuocljiva za vrijednosti kli-
rensa do oko 30 mL/min/1,73 m? ali kod visih vrijed-
nosti razlika proporcionalno raste s porastom klirensa.
Kod visih vrijednosti zapaZa se i razdvajanje po spo-
lu te je kod Zena znacajno veca razlika u rezultatima
klirensa ovisno o metodi. Utjecaj kompenzirane me-
tode na procjenu GFR empirijskom formulom prema
MDRD studiji pokazao se istovjetnim kao za klirens
kreatinina. Rezultati procjene nisu usporedivi, a eGFR
s kompenziranom metodom daje vi$e vrijednosti.

Razvrstavanje muske populacije u stadije KBB pokaza-
lo se neovisno o primijenjenoj metodi. Zenska popula-
cija se u stadijima od 1 do 3 statisticki znacajno druga-
¢ije razvrstala u odnosu na metodu za kreatinin

Navedena ograni¢enja empirijskih formula ne bi tre-
bala obeshrabriti ni laboratorije niti kliniku, jer su
ogranicenja klirensa u njoj jos i veca. Prelazak na kom-
penziranu metodu za kreatinin i istodobno na primje-
nu eGFR formule dao je usporedive rezultate s posto-
je¢om praksom te je opravdan za primjenu na $irokoj
populaciji raznovrsnih dijagnoza kakva se zapaza u
svim laboratorijima i kojoj se, tako nehomogenoj, ru-
tinski svakodnevno procjenjuje bubrezna funkcija kli-
rensom kreatinin.
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SUMMARY

COMPENSATED CREATININE METHOD AND GLOMERULAR FILTRATION RATE
ESTIMATION IN A HETEROGENEOUS POPULATION OF PATIENTS

F.SOLDO!, M. BRZAK'and N. VRKIC!*?

!Faculty of Pharmacy and Biochemistry, University of Zagreb and *Clinical Institute of Chemistry,
Sestre milosrdnice University Hospital, Zagreb, Croatia

Creatinine is a metabolite excreted mainly by glomerular filtration, which makes it an important endogenous indicator of kidney
function. Creatinine clearance is defined as the ratio of the concentration of creatinine in serum and urine. It assesses glomerular
filtration. Creatinine and creatinine clearance have the leading role in the early diagnosis, monitoring and classification of chronic
kidney disease. The routine method for determining the concentration of creatinine is the Jaffé photometric method. A newer ver-
sion is the compensated method. Furthermore, the recommended equation for the estimation of glomerular filtration rate (GFR)
is the one based on the MDRD study (eGFR) intended for people over 18 years. The aim of the study was to evaluate how the in-
troduction of the compensated method would affect the clinical use and influence the assessment of GFR in the interpretation of
findings and treatment monitoring for people over 20 years. The study group included 130 men and 142 women whose request-
ed laboratory test was creatinine clearance. Data were collected over 20 days at Sestre milosrdnice University Hospital. Serum
creatinine concentration and eGFR were determined by the compensated and uncompensated Jaffé method. In conclusion, the
compensated creatinine method is not statistically comparable with the uncompensated method, but is clinically fully applicable
to the general population above the age of 20, given that the reference intervals are changed. Comparison of eGFR as estimated
by the compensated and uncompensated methods to determine creatinine concentration showed the same results as the com-
parison of clearance. Using the compensated method yielded statistically incomparable results in GFR estimation. However, in
clinical practice, patient classification according to stages of chronic kidney disease (CKD) was comparable in the male group
according to clearance and eGFR (I1=0.922 and 11=0.230, respectively), while the female group was classified significantly dif-
ferent according to clearance and eGFR ([1<0.016 and I1<0.001, respectively). Switching to the compensated creatinine method
while simultaneously applying the eGFR formula was shown to be valid, as patient classification according to CKD stages was
comparable (I1=0.921); thus, the methods are reliable for use instead of creatinine clearance in the general population with vari-
ous diagnoses, which can be noted in all laboratories and which is, although inhomogeneous, routinely used to measure daily
creatinine clearance.

Key words: creatinine, Jaffé assay, glomerular filtration rate, MDRD equation, chronic kidney disease
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