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NOVI LABORATORISKI PARAMETRI DIJAGNOSTIKE
POREMECAJA FUNKCIJE BUBREGA KOD PASA | MACAKA

Milica Kovacevic¢ Filipovi¢, Jelena Francuski Andric,
Milena Radakovi¢, Kristina Spariosu*

uvoD

Procenjuje se da prevalenca bubreznih bolesti u ukupnoj popu-
laciji pasa i macka iznosi oko 0,5% do 3%, ali da u gerijatrijskoj po-
pulaciji prevalenca hroniéne bubrezne bolesti dostize ak 80%. Osim
rasne predispozije i starosti, kao faktori rizika navode se hiperkalce-
mija, bolesti srca, cistitis, urolitijaza, hipertireoidizam, periodontalni i
metabolicki poremecaji i hronicne ili perzistentne infekcije. Stalni mo-
nitoring funkcije bubrega je neophodan da bi se uvela odgovarajuca
terapija, koja moZe znacajno da uspori progresivan tok gubitka funk-
cije bubrega koji prati bubreZne bolesti. Klasicni markeri gubitka funk-
cife bubrega su koncentracija uree i kreatinina u serumu. Njihova kon-
centracija raste tek kada je rezervni kapacitet bubrega potroSen, od-
nosno kada propadne 75% svih nefrona. Na radionici ¢e biti objaSnjen
i demonstriran znacaj 1) simetricnog dimetilarginina (SDMA) kao no-
vog, osetljivieg markera premecaja funkcije bubrega, potom 2) znacaj
odredivanja odnosa proteina i kreatinina u mokraci, kao i 3) potencijal
primene elektroforeze na gelu poliakrilamida za detekciju proteina u
urinu sa ciljem diferencijalne dijagnostike poremecaja funkcije glome-
rula, odnosno tubula.

Kljuéne reci: elektroforeza proteina mokrace, kreatinin, protein-
kreatinin odnos, proteinurija, simetricni dimetilarginin

Akutna i hroni¢na bubrezna bolest i insuficijencija se relativno ¢esto dijagno-
stikuju kod kuénih ljubimaca. S obzirom na to da bubrezi imaju veliki funkcionalni
kapacitet, pacijenti Cesto stizu do veterinara tek kada je bolest ve¢ u terminalnom
stadijumu, odnosno kada pas ili macka imaju oliguriju ili anuriju i kada su labora-
torijski parametri, koji pokazuju poremecaj funkcije bubrega, ve¢ toliko promenjeni

* Dr Milica Kovacevi¢ Filipovi¢, profesor, dr Jelena Francuski Andri¢, docent, dr Milena Radako-
vi¢, naucni saradnik, dr Kristina Spariosu, istraziva¢ saradnik, Univerzitet u Beogradu, Fakultet
veterinarske medicine, Beograd, R. Srbija
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da je jasno da je poremecaj funkcije tezak, odnosno da ne funkcionise vise od
75%, a Cesto i vise od 90% nefrona.

Poslednjih godina je postalo jasno da su akutna i hroni¢na bubrezna bolest
povezane i da je akutno oStecenje bubrega faktor rizika za razvoj hroni¢ne bu-
brezne bolesti, a da je hroni¢na bolest faktor rizika na nastanak akutne insufici-
jencije bubrega (Slika 1). Akutne i hroniéne promene su faktor rizika za kardiova-
skularne bolesti (Chawla i sar., 2014).

/ Akutno ostecenje bubrega \

Uticaji koji modifikuju ishod

Faktori rizika Ishod
Tezina o$tecenja L X
Starost Pogor$anje stanja
Stadijum hroniéne bubrezne insuficijencije .
Rasa Uginuce

R DuZina trajanja bolesti
Komorbiditeti

Proteinurija

K) Hroniéna bubrezna bolest </

Slika 1. Povezanost akutnog oste¢enja bubrega i hroni¢ne bubrezne bolesti.
Modifikovano u odnosu na Chawla i sar. (2014).

Akutno oSteéenje bubrega (eng. Acute Kidney Injury, AKI) je termin koji je
pre desetak godina zamenio Siroko rasprostranjeni engleski termin Acute Renal
Failure, odnosno akutno otkazivanje bubrega. Akutno ostecenje bubrega se de-
finiSe kao naglo (u roku od nekoliko sati) povec¢anje kreatinina (CREA) u seru-
mu, naj¢esc¢e praceno oligurijom, koje nastaje zbog strukturnih i funkcionalnih
promena na bubrezima. PatofizioloSki mehanizmi nastanka AKI Cesto ukljucuju
viSe faktora koji se preklapaju, od kojih su najces¢i sepsa, ishemija i izlozenost
nefrotoksi¢nim agensima. Nastanak AKI moze biti vezan za prerenalne, renalne
i postrenalne poremecaje. Akutno oSteéenje bubrega koje se razvija usled prere-
nalnih poremecaja, u koje spadaju pad krvnog pritiska i dehidracija, ima u osnovi
kompenzatorni odgovor, koji organizam uklju€uje da bi se zastitio od pada krvnog
pritiska. Protok krvi kroz bubrege se smanjuje da bi se smanjilo stvaranje mo-
kra¢e. Pojacano lu€enje vazopresina i aldosterona povecava reapsorpciju vode
u tubulima. Ti mehanizmi dovode do zadrzavanja vode i eventualnog odgovara-
juceg porasta krvnog pritiska. Ova faza kompenzacije se naziva ,rani uspeh bu-
brega“. Da li ¢e ,rani uspeh bubrega“ da se pretvori u potpuno ,spasavanje” pa-
cijenta, ili ¢e se uspeh preokrenuti u neuspeh i rezultovati oStecenjem bubreznih
tubula, zbog dugotrajne ishemije i posledi¢ne nekroze, zavisi od tezine i duzine
primarnog poremecaja, kao i komorbiditeta, posebno vezanih za same bubrege.
Bez obzira na uzrok, hroni¢na bolest bubrega (CKD) se definiSe kao ireverzibilni,
progresivni gubitak funkcije bubrega i pad intenziteta glomerularne filtracije (eng.
Glomerular Filtration Rate, GFR). Markeri koji se najviSe koriste da bi se dijagno-
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stikovala i pratila progresija CKD su koncentracija uree i CREA u serumu i stepen
proteinurije. Hroni¢na bubrezna bolest zahvata cele nefrone, tako da uvek postoji
i oStecenje tubula ili tubulointersticijalna bolest.

Podela tezine ostecenja bubrega na stadijume

Clanovi Medunarodnog drustva za brigu o bubrezima (eng. International Re-
nal Interest Society, IRIS) na svojoj internet stranici (http://www.iris-kidney.com/)
redovno postavljaju preporuke vazne za dijagnostiku i terapiju bubreznih oboljenja
pasa i ma¢aka. Preporuke u ovom radu su preuzete sa internet stranice IRIS-a.

Da bi se olak8ao odgovarajuci tretman i pracenje, AKI i CKD se moraju pode-
liti na razliCite stadijume bolesti (Tabela 1). Podela se zasniva na merenju serum-
skog CREA (posle 12h gladovanja) ili SDMA, ili u najboljem slu€aju oba markera,
ali kod hidriranih, stabilnih pacijenata. Pacijenti, psi i macke, se potom dodatno
dele na podgrupe na osnovu stepena proteinurije i porasta krvnog pritiska. Osla-
njaju¢i se na IRIS kriterijume, AKI i CKD se mogu svrstati u odgovarajuce stadi-
jume bolesti i preporuciti terapije, odnosno moze se prognozirati ishod terapije
(Tabele 1 2).

Tabela 1. Stadijumi akutnog ostec¢enja bubrega, odnosno akutne bubrezne bolesti kod
pasa i macaka u odnosu na koncentraciju kreatinina i druge pokazatelje poremecaja
strukture i funkcije bubrega.

bez azotemije, a) ali sa pokazateljima
disfunkcije bubrega: povec¢an SDMA,

proteinurija, granulirani/vostani cilindri,
glukozurija, pozitivan ultrazvucni nalaz,
<(125) i/ili b) oligurija ili anurija (< 1 mL/kg/h ili

Stadijum 1 140 pmol/L | anurija tokom 6h) i/ili ¢) porastom CREA
od 26 pmol/L tokom 48h, ili zivotinje koje
Mogu¢ brz za 48h po terapiji te€noS¢u odgovore
oporavak smanjenjem koncentracije CREA i

povecanjem volumena mokrace

se razlikuje od prvog jer se tu svrstavaju
(126) Zivotinje koje imaju blagu azotemiju

. ) (1,5x vec¢a koncentracija CREA) i sve
Stadijum 2 141-220 druge gore navedene pokazatelje

umol/L disfunkcije bubrega. Svi znaci bolesti se
povlace tokom terapije
. 221-440
Stadijum 3 umoliL progresivna azotemija (porast uree i
Uginuc¢e za 5 241-880 CREA preko 3-10x ili vise od 340 pymol/L)
do 10 dana Stadijum 4 umol/L i ostali pokazatelji akutne bubrezne

insuficijencije

Stadijum 5 | >881 pmol/L
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Tabela 2. Stadijumi hroni¢ne bubrezne bolesti kod pasa i macaka u odnosu na koncen-

traciju kreatinina i simetri¢nog dimetilarginina.

Normalan serumski CREA ili normalan ili blago poviSen

14?)(:J$n5c3I/L SDMA. Drugi poremecaji prisutni: neadekvatna
koncentraciona sposobnost bez prepoznatljivog
nerenalnog uzroka bolesti (kod macaka, ne kod pasa),
abnormalan palpatorni, imidZing i patohistoloski nalaz,
proteinurija. Ukoliko se obavljaju serijska pracenja
<(18) azotemije, uocljiv porast CREA. Perzistentno poveéan
18 pg/dL SDMA preko 14 pg/dL.
(126) Normalan ili blago poviSen CREA. Donja granica ovog

141-250 ymol/L

18-(35)
25 pgldL

intervala je u okviru referentnih vrednosti mnogih
laboratorija, ali neosetljivost CREA na promene GFR
znaci da mnogi pacijenti, Cije se vrednosti CREA nalaze
na gornjoj granici referentnih vrednosti, zapravo imaju
poremecaj ekskrecije CREA. Blago povisen SDMA.
Kliniki znaci blagi ili odsutni.

251-440 ymol/L

Umerena renalna azotemija. Klinic¢ka slika je varijabilna.
Ukoliko nema klini¢kih znakova, smatra se da je

(36-54) stadijum 3 u samom zacetku, dok prisustvo klini¢kih
26-38 pg/dL znakova oznacava kasni stadijum 3.
>440 pmol/L
4 Sistemski klini¢ki znaci i uremijska kriza.

>(54) 38 pg/dL

Kreatinin

Ostecéenje tkiva bubrega vodi ka oSteéenju njegove funkcije i smanjenju
GFR, uz akumulaciju neproteinskog azota, odnosno uree i CREA u serumu. Kon-
centracija uree i CREA na prvom mestu odrazava poremecaj funkcije, ali ne i ste-
pen ostec¢enja glomerula.

va koncentracija u serumu zavisi od muskuloznosti Zivotinje, pojedinih patoloskih
stanja i u manjoj meri od ishrane. Odredivanje koncentracije CREA je ekonomic-
no, ali postoje ograni¢enja vezana za njegov dijagnosti¢ki zna¢aj povezan sa AKI:

1. Nivo CREA u serumu je visi $to je zivotinja muskuloznija. Rabdomioliza
moze dovesti do brzog porasta CREA. Kod zdravih, gerijatrijskih pasa i
macaka, i pored smanjenja miSiéne mase koja prati starenje, ne dolazi do
znacajnih promena u nivou kreatinina.

2. S obzirom na to da su referentne vrednosti za CREA relativno Siroke, u
najvec¢em broju sluajeva se zapravo ne zna koja je njegova fizioloska,
bazalna vrednost, te je evaluacija stanja samog pacijenta otezana.
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3. Izolovano o$teéenje tubulocita nije povezano sa koncentracijom CREA.
Prerenalna i postrenalna azotemija, odnosno porast CREA u akutnom
toku bolesti, nisu povezani za oSte¢enjem tkiva bubrega.

4. Kreatinin nije senzitivan marker smanjenja funkcije bubrega, jer je potreb-
no da bude osteéeno viSe od 75% funkcije bubrega da bi se njegova kon-
centracija povecala. S druge strane, CREA se nagomilava u organizmu,
te njegova koncentracija ne odraZava brze promene GFR.

5. Najrasprostranjenija metoda za odredivanje kreatinina je Dzafeova
(Jaffé) metoda. Ovom metodom se dobijaju vrednosti koje su 25% viSe
od stvarne koncentracije CREA, zbog interferencije sa razli¢itim hromo-
genim materijama u serumu. Na tanost ove metode posebno uticu hiper-
bilirubinemija i ketoacidoza. Zbog toga se preporucuje prelazak na nesto
skuplju, ali precizniju enzimsku metodu odredivanja CREA.

Urea

Urea se stvara u hepatocitima od amonijaka i CO, i putem krvi stize do bu-
brega, filtruje se u potpunosti, ali se potom izmedu 40% i 60% reapsorbuje u
proksimalnim tubulocitima pasivno uz natrijum i vodu. Zbog toga je klirens uree
maniji od vrednosti GFR. Kada mokrac¢a sporije proti€e kroz sistem tubula (npr.
hipovolemija, dehidracija) dolazi do reapsorpcije vece koli¢ine uree u proksimal-
nim tubulocitima i poveéanja njene koncentracije u plazmi, u ve¢oj meri nego $to
je to slu€aj sa CREA. Kada se mokraca stvara u koli€ini od 2 mL/min, izlu€uje se
oko 80% filtrovane uree, a kada je stvaranje oko 1-2 mL/min (Sto je najéeS¢e kod
zdrave jedinke) eliminiSe se 50% filtrovane uree. Ukoliko se stvaranje mokrace
smanji ispod 1 mL/min izlu€uje se svega 20% filtrovane uree. Ukoliko je stvaranje
mokrace smanjeno usled dehidracije, porast koncentracije uree u plazmi e biti
veci nego porast CREA.

Osim snizenja GFR, na porast koncentracije uree u plazmi uti¢u i povecan
unos proteina putem hrane, krvarenje u digestivni trakt, kao i poja¢an katabolizam
proteina tokom odgovora akutne faze.

Simetriéni dimetilarginin

Novi i osetljivi marker pada GFR je SDMA. Simetri¢ni dimetilarginin je ami-
nokiselina arginin, koja sadrzi dve metil grupe (dimetil) u simetri¢noj orijentaciji, a
njegova molekulska masa je duplo ve¢a od CREA (SDMA 202 Da, CREA 113 Da).
Prvi put je opisan u urinu ljudi pre 50 godina i od tada se vrSe ispitivanja o njego-
vom znacaju ne samo u humanoj, nego i u veterinarskoj medicini.

Smatra se osetljivim i ranim markerom opadanja GFR kod pasa i macaka
(Hokamp i Nabiti, 2016). Osetljiv je indikator poremecaja funkcije bubrega, ¢ime
se detektuje gubitak 25% nefrona, za razliku od povec¢anja koncentracije uree i

CREA, ¢ija se koncentracija pove¢ava nakon gubitka vise od 75% nefrona. Po-
vecanje koncentracije SDMA se moze uociti kroz pad GFR (akutna i hroni¢na
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bubrezna insuficijencija) i kod bolesti koje imaju sekundarni uticaj na funkciju bu-
brega.

Simetri¢ni dimetilarginin proizvode, konstantnom brzinom, sve ¢elije sa je-
drom, sa najviSom koncentracijom u mozgu (Hokamp i Nabiti, 2016), a izluuju ga
prvenstveno bubrezi. Dosadasnjim ispitivanjima je zakljuéeno da se ne reapsor-
buje u bubreznim tubulima i da na njega ne utiCu ostali faktori kod pasa i macaka.
Kod mesojeda je pokazano da telesna masa i starost ne uti€u na kocentraciju SD-
MA, kao Sto je to slu¢aj sa serumskim CREA (Hall i sar., 2014; Hall i sar., 2015).

Imunolo$ki test za rutinsku upotrebu je nedavno patentirala firma IDEXX La-
boratories. Medunarodno drustvo za procenu bolesti bubrega, IRIS, je 2019. go-
dine modifikovalo stadijume za procenu oStecenja bubrega (1-4) kod AKI i CKD,
a na osnovu koncentracije CREA u serumu i SDMA, proteinurije i krvnog pritiska
(Tabele 1 2).

Diskrepanca izmedu kreatinina i simetri¢nog dimetilarginina
kod hroniéne bubrezne bolesti

Odredivanje stadijuma CKD, prema IRIS, se oslanja na koncentraciju CREA
i SDMA. Medutim, nekada se moze desiti da koncentracija CREA i SDMA budu u
diskrepanci. U tim situacijama, preporuke za pse i macke su sledece:

1. Ukoliko je CREA ispod 125 mmol/L kod pasa, odnosno 140 mmol/L kod
macaka (stadijum 1 CKD), a SDMA perzistentno iznad 18 mg/dL, pacijent
se mora tretirati kao da je CKD stadijum 2 bolesti.

2. Ukoliko je vrednost CREA u okviru stadijuma 2 CKD, a SDMA pokazuje
da je u pitanju stadijum 3, pacijent se mora tretirati kao da je CKD stadi-
jum 2 bolesti.

3. Ukoliko je vrednost CREA u okviru stadijuma 3 CKD, a SDMA pokazuje
da je u pitanju stadijum 4, pacijent se mora tretirati kao da je CKD stadi-
jum 2 bolesti.

Protein-kreatinin odnos u urinu kao pokazatelj oSte¢enja glomerula

Kvantitativha procena teZine proteinurije je vazan deo kompletne analize uri-
na. Proteinurija nije samo rani marker oStecenja bubrega, vec¢ i faktor rizika za
uremijsku krizu i smrt kod zivotinja sa CKD. Zbog toga je procena i rana inter-
vencija kod pacijenta sa renalnom proteinurijom veoma vazna. Protein-kreatinin
odnos (Urine Protein/Creatinin Ratio, UP/C) je postao zlatni standard testa za
otkrivanje proteinurije i trebalo bi ga primeniti kod svakog pacijenta, kod kojeg je
proteinurija dokazana pomocu test tracice ili pozitivnim testom sa sulfosalicilnom
kiselinom.

Za razliku od test tracica, UP/C pokazuje vecu osetljivost za detekciju protei-
na (<5 mg/dL). Pored toga, na UP/C ne utiCu specificna tezina niti volumen urina.
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Dodatna prednost odredivanja UP/C je da dobro korelira sa dnevnim izlu€ivanjem
proteina i stoga je praktiCan, jer se proteinurija moze proceniti u jednom uzorku
urina, uzorkovanim slobodnim uriniranjem ili cistocentezom (Lees i sar., 2005).
Prema IRIS, a na osnovu UP/C, klasifikacija pacijenata je sledeca: bez proteinu-
rije, grani¢na proteinurija ili proteinurija (Tabela 3).

Tabela 3. Klasifikacija proteinurije na osnovu odnosa proteina i kreatinina u urinu

Bez proteinurije UP/C < 0,2 UP/C < 0,2
Granic¢na proteinurija UP/C=20,2i<0,5 UP/C=20,2i<04
Proteinurija upP/C > 0,5 UP/C > 0,4

lako se UP/C koristi za otkrivanje proteinurije, njegov znacaj je i u prepo-
znavanju bolesti glomerula, prac¢enju odgovora na terapiju i moze posluziti kao
prognosticki indikator. Perzistentna proteinurija sa UP/C od 0,4 kod macaka i 0,5
kod pasa, kada su prerenalna i postrenalna proteinurija isklju¢ene, javlja se kod
hroni¢ne glomerulopatije ili tubulointersticijalne bolesti, dok UP/C 2,0 ukazuje na
bolest glomerula (Lees i sar., 2005). Uz to, kod pasa i macaka sa CKD, poviSen
UP/C je indikacija da je pacijent u ve¢em riziku od morbiditeta i mortaliteta. Snize-
ne vrednosti UP/C ukazuju na pozitivan odgovor na terapiju za stanja povezana
sa proteinurijom, ali do momenta pogorsanja azotemije.

Vazno je napomenuti da se ovaj test ne preporucuje kod Zivotinja sa aktiv-
nim sedimentom urina, odnosno kada postoje piurija, hematurija ili bakteriurija.
Naime, ukoliko je urin kontaminiran krvlju (>5% tj. crveni urin) dolazi do zna¢ajnog
povecanja vrednosti UP/C (2,0), dok blaga kontaminacija krvlju usled cistocente-
ze (tj. 5-20 eritrocita/uvelicanje 40x, ili ak >100 eritrocita/uveli¢anje 40x% u urinu
normalne boje) ne uti€e na vrednosti UP/C (Jillings i sar., 2019). Imunosupresivne
doze kortikosteroida mogu blago povecati UP/C u urinu kod pasa (Tinklenberg i
sar., 2020). Takode, na pouzdanost UP/C moze uticati prisustvo aktivhog sedi-
menta urina (zapaljenje) ili hiperproteinemija veéa od 90 g/L, $to otezava tumace-
nje odnosa UP/C. Kada se prati UP/C, treba biti obazriv, jer se smanjenje vredno-
sti UP/C moze naci kod pacijenata sa azotemijom, s obzirom na to da povec¢anje
koncentracije CREA u krvi dovodi do njegove poveéane tubularne sekrecije, od-
nosno, povecanja CREA u urinu i snizavanja vrednosti UP/C.

Da bi se izracunao UP/C neophodno je spektrofotometrijski odrediti koncen-
tracije ukupnih proteina i CREA u istom uzorku. Najveci broj biohemijskih anali-
zatora u veterinarskoj praksi za odredivanje koncetracije ukupnih proteina kori-
ste reagense sa bojama kao $to su pirogalol crveno-molibdat (PRM) (Kuwahar
i sar., 2008) i Coomassie briljantno plava (CBB) (Fiorina i sar., 2001). Oba testa
su laka za izvodenije, relativno su brza i finansijski pristupacna. Medutim, iako
su oba testa precizna, CBB testom su dobijeni veéi odnosi, Sto moze uticati na
interpretaciju prema IRIS sistemu (Rossi i sar., 2016).
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Za odredivanje CREA u urinu koristi se Jaffé metoda ili enzimski kreatinin.
Oba testa su u visokoj korelaciji. Za razliku od Jaffé metode, enzimski CREA ima
manije interferirajucih faktora, ali znatno vecu cenu i kraci rok trajanja. Na sobnoj
temperaturi, UP/C je stabilan 4h, 12h na 4°C i 72h zamrznut na -20°C. Dobijene
vrednosti za ukupne proteine i CREA se izrazavaju u istim mernim jedinicama, a
UP/C se dobija njihovim deljenjem.

Primena elektroforeze u identifikaciji markera osteéenja
glomerula i tubula u urinu

Pored kvantitativne ocene proteinurije pasa i macaka, koja je objasnjena
u prethodnom poglavlju, imunohemijskim metodama se mogu odrediti koncen-
tracije specifi¢nih proteina u urinu, koje mogu da ukazu na oStecenje pojedinih
segmenata tubula. Medutim, te metode nisu dovoljno ekonomi¢ne za rutinsku
praksu. Kvalitativhu analizu proteinurije je moguce izvesti detekcijom i klasifika-
cijom proteina u urinu na osnovu njihove veli¢ine, odnosno kilodaltonaze. U tu
svrhu se koriste SDS-AGE (eng. Sodium dodecyl! sulfate agarose gel electropho-
resis), SDS-PAGE (eng. Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophore-
sis) i Western blot metode. U savremenoj veterinarskoj laboratorijskoj dijagnostici,
SDS-PAGE je prepoznata kao neinvazivna i precizna metoda na osnovu koje je
moguce odrediti poreklo proteinurije.

Kod zdravih zZivotinja, finalna mokrac¢a ne sadrzi proteine (ili se oni mogu de-
tektovati u tragovima), zahvaljujuéi efikasnim mehanizmima glomerularne filtracije
i tubularne reapsorpcije. Kvalitativha analiza proteina elektroforezom u urinu daje
uvid u tzv. obrazac proteinurije, koji je prepoznatljiv za identifikovanje dela nefrona
koji je zahvacen poremecajem, odnosno moze da pokaze da li su oSteceni glome-
ruli, tubuli ili ¢itav nefron (Schaefer i sar., 2011). Glomerularna proteinurija nastaje
usled izmenjene selektivne propustljivosti filtracione barijere glomerula, usled Ce-
ga se u finalnoj mokrac¢i moze naci povisena koncentracija proteina srednje (60-
80 kDa) i velike molekulske mase (>80 kDa). Ukoliko su prisutni samo proteini
srednje molekulske mase, poput albumina, u pitanju je selektivha glomerularna
proteinurija. Kada su u urinu detektovani proteini velike molekulske mase, kao sto
je imunoglobulini G (IgG), to ukazuje na neselektivnu glomerularnu proteinuriju
(Yalcin i Cetin, 2004). Proteini manje molekulske mase (<60 kDa), poput RBP
(eng. retinol-binding protein) prolaze glomerularnu barijeru i bivaju reapsorbova-
ni u proksimalnim tubulima. Ukoliko se ipak nadu u veéim koli¢inama u mokradi,
njihovo prisustvo ukazuje na poremecaj u tubularnoj reapsorpciji, odnosno, re¢
je o tubularnoj proteinuriji. Kod oSteéenja glomerularne barijere u kombinaciji sa
poremecajem reapsorpcije u proksimalnim tubulima, moze do¢i do kombinovane
proteinurije. Ovo je najéeSce posledica velikog opterecenija filtracije u glomeruli-
ma, odnosno velike koli€ine filtrovanih proteina koja nije ispra¢ena proporcional-
nom reapsorpcijom u tubulima, zbog zasi¢enja megalin-kubilin kompleksa (Vinge
i sar., 2010).
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Metoda SDS-PAGE je zlatni standard za kvalitativhu analizu proteina u urinu.
Nakon $to se pod neredukuju¢im uslovima proteini denaturiSu, usmereni svojim
negativnim naelektrisanjem, kre¢u se u gelu poliakrilamida i pozicioniraju shodno
svojoj molekulskoj masi, odnosno veli¢ini. Finalni rezultat je elektroforezogram
(Slika 2), odnosno ,,o0brazac” koji pokazuje koji proteini dominiraju u analiziranom
uzorku, na osnovu ¢ega mozemo reci da li je uzrok proteinurije na nivou glomeru-
la, tubula ili celog nefrona.
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Slika 2. Kvalitativna evaluacija proteinurije u uzorcima urina pasa, SDS-PAGE metoda

Albumin se naj¢esc¢e moze utvrditi u urinu, bilo da je re¢ o zdravim ili obole-
lim jedinkama i pozicionira se na 60+10 kDa. Kod zdravih pasa i macaka, takode,
u tragovima je moguce detektovati Tamm-Horsfall protein (100 kDa), a kod neka-
striranih muzjaka i proteine manje molekulske mase (8-9,5 kDa, 15-16 kDa i 26-
27 kDa) (Hokamp i sar., 2018).

Yalcin i Cetin (2004) su putem SDS-PAGE analize urina detektovali 10 razli-
¢itih proteina kod pasa sa nefropatijom, a Western blotom dalje potvrdili da su do-
minantno bili prisutni transferin, a1-mikroglobulin, B2-mikroglobulin i RBP, sa glo-
merularnim oS$te¢enjem kod 67% i tubuluranim ostec¢enjem kod 33% pacijenata.
Kod pasa sa CKD, sluze¢i se SDS-PAGE tehnikom, pokazano je da u po€etnim
fazama dominira glomerularno ostecenje, dok se napredovanjem bolesti, oSte-
¢enje Siri i na tubule (Patitucci i sar., 2020). Istrazivanje Meyer-Lindenberg i sar.
(1997) je pokazalo da kod macaka sa (histoloSki dokazanom) nefropatijom, prote-
ini detektovani SDS-PAGE metodom imaju izmenjen obrazac ¢ak i pre nego sto je
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doslo do promene koncentracije uree i CREA u plazmi. Macke sa predispozicijom
i one kod kojih je utvrdena CKD imaju dominantno glomerularnu proteinuriju (Gi-
raldi i sar., 2020). Kod infekcije macaka morbilivirusom, za koji postoje indikacije
da doprinosi nastanku CKD, utvrdena je dominantno tubularna proteinurija.

Primena SDS-PAGE metode se pokazala korisnom i kod oboljenja koje se-
kundarno dovode do ostecenja bubrega. Kod pasa sa hiperadrenokorticizmom,
utvrdeno je i glomerularno ostec¢enje, praceno gubitkom albumina, i tubularna
proteinurija. Psi, kojima je potvrden sindrom sistemskog inflamatornog odgovo-
ra (eng. systemic inflammatory response syndrome, SIRS), imali su proteinuriju
prouzrokovanu prvenstveno oste¢enjem tubula (58%), $to je najviSe bilo izrazeno
kod kuja sa piometrom (Schaefer i sar., 2011). Ova metoda je nasla svoju primenu
i u analizi proteina u urinu poreklom od pasa sa dijagnostikovanom lajSmaniozom
(Zagaroza i sar., 2003) i dirofilariozom (Beristain-Ruiz i sar., 2013).

Tretman pacijenata sa hroniénom bubreznom boles¢u

Detaljne IRIS preporuke za terapiju bubreznih bolesti su dostupne na inter-
net stranici: http://www.iris-kidney.com/guidelines/recommendations.html. Uop-
Steni pristup terapiji je slededi:

1. Prestati sa davanjem nefrotoksic¢nih supstanci (i lekova),

. Identifikovati i tretirati bilo koji postojeci prerenalni ili postrenalni poremecaj,
. Iskljuiti moguénost postojanja nefrolitijaze ili urolitijaze,

. Izmeriti krvni pritisak i odrediti UP/C,

. Sanirati dehidraciju,

oo 0Bk WODN

. Sniziti krvni pritisak ispod 160 mm Hg, smanjujuc¢i unos natrijuma i uz
pomo¢ inhibitora angiotenzin-konvertujuéeg enzima. Pratiti efekat antihi-
pertenzivne terapije,

7. Ukoliko je prisutna proteinurija, uvesti medicinsku ishranu,

8. Ukoliko su prisutni povrac¢anje i metaboli¢ka acidoza, adekvatno terapi-
rati.

ZAKLJUCAK

Ukoliko se akutna bubrezna bolest dijagnostikuje na vreme, promene su re-
verzibilne i, uz odgovarajucu terapiju, pacijent se moze u potpunosti oporaviti.
Laboratorijski pregled krvi i mokraée je od kljuénog znacaja za donoSenje dija-
gnoze i prognoze. Ukoliko se uz pomo¢ primene SDMA, novog i osetljivog mar-
kera, koji vrlo rano u toku bolesti otkriva gubitak funkcije glomerula, utvrdi da se
razvija CKD, moguc¢nosti terapije usmerene na usporavanje napredovanja bolesti
su brojne, a psi i macke, uz redovne kontrole, dugo vremena mogu imati zadovo-
ljavajuci kvalitet Zivota.
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NEW LABORATORY PARAMETERS FOR THE DIAGNOSTIC ALGORITHM
OF KIDNEY FUNCTION DISORDERS IN DOGS AND CATS

Milica Kovacevi¢ Filipovi¢, Jelena Francuski Andri¢,
Milena Radakovié¢, Kristina Spariosu

It is estimated that the prevalence of kidney disease in the total population of dogs
and cats is about 0.5% to 3%, but in the geriatric population the prevalence of chronic
kidney disease reaches as much as 80%. In addition to breed predisposition and age,
hypercalcemia, heart disease, periodontal problems, cystitis, urolithiasis, hyperthyroidism,
metabolic disorders, and chronic or persistent infections are listed as risk factors.
Continuous monitoring of the renal function is important for timely and appropriate therapy
managment. Appropriate therapy can significantly slow down the progressive course of
renal disease. The classic markers to test the loss of kidney function are concentration
of urea and creatinine in the serum. Their concentration increases only when the reserve
capacity of the kidneys is lost, ie. when 75% of all nephrons fail. The workshop will explain
and demonstrate the importance of 1) symmetric dimethylarginine (SDMA) as a new, more
sensitive marker of renal dysfunction, 2) determining the urine protein-creatinine ratio, as
well as 3) differential diagnosis of glomerular or tubular proteinuria using polyacrilamid gel
electrophoresis.

Key words: creatinine, proteinuria, symmetric dimethylarginine, urine protein
electrophoresis, urine protein-creatinine ratio
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