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SAMMANFATTNING

Urinsticka ar en analysmetod med stor efterfragan pa kliniska laboratorier, da metoden
snabbt och patientnara analyserar innehallet i urinprover. Vid avdelningen klinisk kemi
pa Universitetssjukhuset i Orebro finns i dagslaget anvisningarna att urinprover infor
analys av urinsticka enbart har en hallbarhetstid pa tva timmar vid forvaring i
rumstemperatur samt sex timmar vid kyld férvaring, vilket medfér snéva tidsfonster for
exempelvis prover som inkommer utanfor sjukhuset. Syftet med studien var att
undersoka hallbarheten hos urinprover infor analys av urinsticka med férhoppningen att
kunna forlanga hallbarhetstiden for att minska antalet nya provtagningar. Metoderna
som tillampades i studien var urinsticka och reflektansfotometri som primara
analysmetoder samt spektrofotometri som kompletterande analysmetod. Resultatet for
studien visade pa ett fatal skiften mellan de arbitrara enheterna éver tid for respektive
markor pa urinstickan samt pa god dverensstammelse mellan resultaten fran
spektrofotometrin. Slutsatsen med studien var att en god hallbarhet kunde pavisas och
att hallbarhetstiden med stor sannolikhet kan forlangas till atminstone sex timmar for de

bagge forvaringssatten.

Nyckelord: urinsticka, forvaring, hallbarhet, stabilitet



ABSTRACT

Urine dipstick is an analysis method with great demand in clinical laboratories, as the
method quickly analyzes the content of urine samples bedside. The department of
clinical chemistry at the University Hospital in Orebro have currently instructions that
urine samples for analysis of urine dipstick only have a shelf life of two hours for
storage at room temperature and six hours for refrigerated storage, which results in tight
time windows in particular for samples collected outside the hospital. The purpose of
the study was to investigate the durability of urine samples prior to analysis of urine
dipstick, with the hope of being able to extend the shelf life and to reduce the frequency
of resampling. The methods applied were urine dipstick and reflectance photometry as
the primary analysis method and spectrophotometry as the complementary method. The
results of the study showed only a few shifts between the arbitrary units over time for
each marker on the urine dipstick and good stability using spectrophotometric methods.
In conclusion, the study implicates a good shelf life for both urine storage methods and

accordingly that the urine sample shelf life can be extended to at least six hours.

Keywords: urine dipstick, storage, durability, stability
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1. INTRODUKTION

1.1 Njurarnas anatomi och fysiologi

Njurarna har till huvuduppgift att reglera vatten- och elektrolytbalansen samt,

tillsammans med levern, rena blodet fran avfallsamnen. Njurarna ar uppbyggda av en

njurbark samt en njurmérg varav barken innehaller lober som byggs upp av nefroner, se

figur 1. Nefroner ar njurarnas minsta funktionella enhet och respektive nefron bestar av

ett kapillarnystan som benamns glomerulus samt ett system av rérgangar som kallas for

tubulussystemet. Glomerulus omges av ett halrum som kallas for Bowmans kapsel dér

filtration av plasma till primérurin sker genom att afferenta arterioler forsorjer

kapillarerna med blod. Primérurinen transporteras sedan genom tubulussystemen som

leder ut i samlingsror, varpa dessa mynnar ut i njurbackenet dar forsta delen av

urinvagarna borjar (1).
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Figur 1. Oversiktlig bild 6ver njurens anatomi med forstorad illustration éver uppbyggnaden av

njurbarken, njurmérgen och nefronet. Bild tagen fran: Sand O. Manniskokroppen: fysiologi och

anatomi. Andra upplagan. Stockholm: Liber; 2007.

Filtrationen av plasma till primdrurin i glomerulus sker genom den glomeruléra

barridren som byggs upp av ett membran med tre olika lager. Forsta lagret i membranet

bestar av endotelceller som beklader insidan av kapillarerna i glomerulus och som

innehaller porer dér plasma kan passera genom. Andra lagret bestar av ett

basalmembran som &r uppbyggd av en grundsubstans som innehaller ett natverk av



proteinfibrer dar majoriteten av stdrre partiklar som erytrocyter och proteiner forhindras
att filtreras fran plasman. Det tredje lagret i den glomeruléra barridren utgors av
epitelceller som vilar pa basalmembranet och beklader insidan av Bowmans kapsel.
Dessa epitelceller kallas for podocyter och har pediklar som integrerar med utskott fran

omkringliggande celler for att ytterligare forhindra filtration (1).

Uppbyggnaden av den glomeruléra barriaren &r inte fullstandigt tat, utan manga normalt
forekommande @mnen i plasma som vatten, I6sliga naringsdmnen samt mindre proteiner
med molekylvikt upp till cirka 50 kDa kan filtreras fritt genom membranet. For att
kroppen darmed inte ska slosa viktig energi pa aterupptag av foda eller till
nytillverkning av de filtrerade molekylerna, sker en reglerad aterabsorption av nastintill
allt via tubulussystemet tillbaka till blodet. Den slutliga urinen innehaller darmed under
normala forhallanden avsevart Iaga koncentrationer av proteiner samt naringsamnen.
Daremot vid en njurpaverkan i form av exempelvis skada eller infektion kan viktiga
naringsamnen, plasmaproteiner eller celler lacka ut med urinen och utséndras fran

kroppen (1, 2).

1.2 Njurarnas patofysiologi

Njurarna innehar en reservkapacitet som ar hog vilket innebér att organen klarar av att
bli kraftigt paverkade innan symtom pa sankt formaga uppstar. Reservkapaciteten
grundar sig i att respektive njure innehaller omkring en miljon nefroner, vilket medfor
att manga av dessa behdver paverkas innan formagan forsamras markbart da manniskan

naturligt innehar tva njurar (2).

Nefroner kan drabbas av glomeruldra- och tubuléra skador, varav glomeruldra skador
innebér att skadan ar beldgen i glomerulus medan tubuldra skador betyder att skadan
finns i tubulussystemet. Vid glomerulara skador paverkas membranet i den glomeruléra
barridren genom att porernas struktur och genomslépplighet fordndras. Detta leder i
akutskedet till att storre partiklar som plasmaproteiner och erytrocyter lattare kan
passera genom membranet och filtreras ut med urinen (1). Vid tubuléra skador paverkas
istallet formagan att kunna aterabsorbera och darmed reglera nivaerna av sma molekyler

som elektrolyter, vatejoner och mindre proteiner, vilket i sin tur kan leda till elektrolyt-



och pH-rubbningar (2). Med hjalp av analysmetoden urinsticka kan innehallet i urinen
pavisas och ge indikation pa om njurarna ar paverkade av en skada, infektion eller om

troskelvardet for respektive markor har éverskridits (1, 2).

1.3 Urinstickans tillampning, uppbyggnad och metodik

Pa kliniska laboratorier har analys av urinsticka en stor efterfragan da metoden snabbt

och patientnara kan ge en grov forsta bedémning av urinprovets innehall (3, 4). Analys
av urinsticka kan tillampas pa urinprover fran patienter dar urinvagsinfektion, diabetes
mellitus eller njursjukdomar misstanks, samt vid halsokontroller eller uppfoljning av

patienter som sedan tidigare diagnosticerats med nagot av dessa tillstand (4).

Urinsticka ar en metod som kan analysera flera olika markdrer samtidigt genom att
tillampa bade kemiska- och enzymatiska reaktioner for att pavisa urinens innehall. Den
finns i olika varianter med varierande antal av markorer som kan pavisas, varav de mest
forekommande ar glukos, erytrocyter, leukocyter och protein. Utéver dessa markorer
finns det dven urinstickor som detekterar bland annat nitrit, pH och ketoner.
Uppbyggnaden av urinstickan bestar av en plastremsa med ett antal fargade testfalt
innehallande reagenser som ar specifika till den markor som pavisas vid respektive falt,
se illustration i figur 2. Om ett innehall av det som reagenserna ar amnade att reagera
med finns i urinen, kommer fargomslag att framkallas pa urinstickan. Fargomslagen
speglar sedan innehallet i urinen och intensiteten av respektive omslag ar kopplat till

koncentrationen av den specifika markéren (5).

- Urabilin- Specific - .
Hold this end
Leukocyles Nitrite &n Protein pH Blood I Ketone Bilirubin Glucose

Figur 2. lllustrerad bild av urinsticka som detekterar tio olika markorer. Bild tagen fran: Mundt
LA, Shanahan K. Graff’s textbook of routine urinalysis and body fluids. Second edition.
Philadelphia: Wolters Kluwer/Lippincott Williams & Wilkins Health; 2011.



1.4 Urinstickans markorer

1.4.1 Glukos

Under normala férhallanden aterabsorberas nastintill all glukos i primérurinen av
tubulussystemet. Om glukos daremot utsondras i urinen i storre méngd har troskelvardet
for njurens aterabsorptionskapacitet 6verskridits, vilket kan bero pa sankt funktion i
tubulussystemet eller av onaturligt hog koncentration i primarurinen vid exempelvis

daligt reglerad diabetes mellitus (2).

Glukos i urin pavisas med urinsticka genom att glukosoxidas reagerar med glukos och
bildar véteperoxid samt glukonsyra. Véteperoxiden oxiderar sedan kromogenet
kaliumoxid och som nar det kommer i kontakt med peroxidas skapas ett fargomslag (5,
6).

1.4.2 Erytrocyter

Erytrocyter ska under normala forhallande inte forekomma i urinen, daremot kan ett Iagt
varde upptrada efter fysisk anstrangning. Okade virden av erytrocyter i urinen tyder pa

skada eller sjukdom i ndgon del av njurarna eller urinvagarna (2).

Erytrocyter i urin pavisas av urinsticka genom att cellerna lyseras for att frigora
hemoglobinet. Darefter sker en enzymatisk reaktion mellan hemoglobin och peroxidas
som katalyserar oxidationen av kromogenet diisopropylbensen-dihydroperoxid-

tetrametylbensidin for att framkalla ett fargomslag (5, 7).

1.4.3 Leukocyter

Leukocyter i urinen bor inte patraffas under normala tillstand, men laga varden kan
forekomma. Forhojda varden av leukocyter i urinen tyder pa infektion eller sjukdom i

njurarna eller i urinvagarna och &r ett av kardinaltecknen for dessa tillstand (2).

Leukocyter i urin bestar i huvudsak av celltypen neutrofila granulocyter som har ett

innehall av enzymgruppen esteraser. Esteraserna fran de lyserade neutrofilerna,



hydrolyserar testféltets indoxylester till indoxyl som sedan reagerar med ett salt for att

ett fargomslag ska produceras (5, 7).

1.4.4 Protein

Under normala forhallanden kan urin innehalla mindre méangder av lagmolekyléra
proteiner som filtrerats fritt genom den glomeruldra barridren och darmed inte
aterabsorberats fullstandigt. Darav ar det normalt att proteiner till en viss mangd

forekommer i urinen innan tecken pa njurskada intrader (2).

Proteiner i urin pavisas med urinsticka enligt begreppet protein-error-of-indicators”,
Begreppet innebér att proteinernas aminogrupper samt karboxylgrupper, som ar
alkaliska respektive sura, har formagan att binda in till syra-basindikatoren
tetrabromfenolblatt och skapa fargomslag utan att paverka pH. I en I6sning utan
innehall av proteiner ar indikatorn tetrabromfenolblatt gulfargad vid pH 3. Om proteiner
daremot forekommer i 1sningen, kommer fargen pa indikatorn att andras till grént och
sedan till blatt beroende av markérens koncentration. Metoden har hogst kéanslighet i att

pavisa albumin i jamforelse med andra proteiner som aven kan pavisas i urinen (5).

1.4.5 Nitrit

Nitrat &r en produkt som normalt sett finns i urinen da livsmedelsprodukter samt
dricksvatten kan innehalla amnet (8). Om en tillvaxt av bakterier i urinvagarna intraffar,
finns formagan att kunna omvandla nitrat till nitrit hos specifika bakteriearter som i

manga fall &ven ger upphov till urinvéagsinfektioner (2).

Om nitrit forekommer i urinen, kommer d&mnet att reagera med syran p-arsanilsyra pa
urinstickan varvid en forening innehallande det kemiska amnet diazonium bildas.
Diazonium kommer sedan att reagera med indikatorn 1,2,3,4-

tetrahydrobenzo(h)quinolin-3-ol for att producera ett fargomslag (5, 9).



1.4.6 pH

Kroppens syra-basstatus regleras bland annat av njurarna genom att variera vardet av
vatejon- och bikarbonatkoncentrationen i urinen for att halla pH-vardet konstant i
blodet. Normalt balanseras antalet vatejoner som utsondras noggrant med antalet

bikarbonatjoner som aterabsorberas (5).

pH-véardet i urin detekteras med urinsticka genom att testfaltet innehaller indikatorerna
bromtymolblatt samt metylrott som andrar farg beroende av méangden utséndrade
vatejoner som fargamnena binder till. Indikatorernas fargomslag pa urinsticka indikerar

sedan pa om urinen &r sur, neutral eller basisk (5).

1.4.7 Ketoner

Ketoner ar forbranningsprodukter i form av syror som bildas nér kroppens celler
utnyttjar fett som naringskalla i stallet for glukos. Laga koncentrationer av ketoner i
urinen kan normalt patraffas vid fastande tillstind, medan férhojda koncentrationer kan
ses vid daligt kontrollerad diabetes dar tillgangen pa insulin &r otillracklig (1, 10).

Ketonen acetoacetatsyra pavisas med urinsticka genom att syran reagerar med

nitroprussid for att ett fargomslag ska framkallas (5).

1.5. Analysmetodik for avlasning av urinsticka

Urinsticka kan avlasas manuellt med hjalp av en fargkarta som innehaller motsvarande
koncentrationer for respektive fargomslag eller automatiserat av ett instrument som
tillampar metoden reflektansfotometri. Primart anvands automatiserad avlasning pa
kliniska laboratorier for att standardisera analysresultatet och minska den ménskliga

paverkan pa resultatet som manuell avlasning kan innebara (5, 10).

Reflektansfotometri ar en metod som maéter intensiteten av fargomslagen pa
urinstickans olika testfalt genom att respektive falt belyses av en lysdiod vid olika
vaglangder. Om fargforandringar har skett kommer ljus att reflekteras fran urinstickan

till en lins som fokuseras mot en detektor. Detektorn beraknar sedan resultatet ur



signalstyrkan for det reflekterade ljuset som omvandlas till elektriska signaler. De
elektriska signalerna konverteras sedan om till kliniska vérden i form av arbitréra
enheter (4, 10).

De arbitréra enheterna for urinsticka byggs upp av graderade koncentrationer i form av
0, +/-, 1+, 2+, 3+ och 4+ déar inga Sl-enheter ingar. Nolltecknet innebér att urinstickan
ar negativ for markdren, vilket nédvéndigtvis inte betyder att provets koncentration &r 0.
Istallet betyder det att koncentrationen for markoren ar lagre i provet an vad gransvardet
for den arbitrara enheten 1 &r. Plus/minus betyder att det finns spar av @mnet, medan
plustecknet innebér att provet ar positivt for markdren och graderas med en siffra
beroende av koncentrationen. Respektive arbitrar enhet representerar sedan ett
koncentrationsintervall som kan variera mellan olika markdrer men aven mellan olika
arbitrdra steg av samma markor. Analys av urinsticka resulterar i en semikvantitativ
matning (11, 12).

1.6 Analysmetodik for koncentrationsmatning av urinstickans markaorer

Urinsticka ar den analysen som vanligtvis anvands som forsta screeningmetod vid
misstanke om skada eller infektion i urinvagarna. Vid positiva resultat pa urinstickan,
kan behovet av att mata markorernas exakta koncentrationer uppstad. Manga av de
analysmetoder som mater exakta koncentrationer tillampar spektrofotometrins principer,
dar I6sningar belyses vid specifika vaglangder varefter absorbansvérdet avlases.
Ljuskallan bestar av elektromagnetisk stralning i form av synligt- eller ultraviolett ljus
som sénds igenom ett optiskt gitter for att traffa en monokromator. Monokromatorn
delar sedan upp ljuset i olika vaglangder vilket mojliggor val av specifik vaglangd. Nar
en provldsning sedan belyses kommer en viss mangd av ljuset att transmitteras
beroende av vilket &mne och vilken koncentration av dmnet som finns i l6sningen. Det
transmitterade ljuset tréffar darefter en detektor som berédknar méngden ljus som
I6sningen har absorberat. For att sedan omvandla absorbansvardet till en koncentration,

tillampas Beer-Lamberts lag som kan skrivas enligt formeln:

A=¢-l-cC



dar A ar absorbansen, ¢ ar absorptionskoefficienten som &r dmnes- och
vaglangdsspecifik, | ar ljusstralens langd genom lésningen och ¢ &r koncentrationen av
amnet i 16sningen. For att en matbar absorption ska uppsta i provet och méjliggora
koncentrationsbestdmning av en specifik markor, krévs oftast en kemisk- eller

enzymatisk reaktion med markdoren i provet fore analys (13).

Albuminkoncentrationen i urin mats genom att specifika antikroppar tillsatts till
I6sningen som binder till proteinet. Denna immunologiska reaktion ger upphov till en

utfallning som absorbansen darefter méts pa (14, 15).

Koncentrationen av glukos méts genom att glukos omvandlas i enzymatiska reaktioner
till glukos-6-fosfat som sedan oxideras. Vid oxidering av glukos-6-fosfat kommer
NAD" att reduceras till NADH som absorbansen mats pa. Mangden NADH som bildats
blir proportionell mot koncentrationen glukos i urinprovet (16, 17).

Kreatininkoncentrationen mats av att kreatinin omvandlas till vateperoxid av enzymet
kreatinas. Véteperoxiden som bildas kommer sedan att omvandlas till ett blatt pigment
nar enzymet peroxidas tillsatts till reaktionen. Darefter mats absorbansen av det blaa
pigmentet och mangden pigment som bildats &r proportionell till koncentrationen av

kreatinin i provet (18, 19).

1.7 Problemformulering

| dagslaget har avdelningen klinisk kemi pa Universitetssjukhuset i Orebro (USO)
anvisningar att tiden for héllbarheten av urinprover INFOR/VID?? analys av urinsticka
enbart ar tva timmar vid forvaring i rumstemperatur samt sex timmar vid kyld forvaring.
Detta medfor ett snavt tidsfonster for framforallt de urinprover som insamlas fran

hemsjukvard samt vissa vardcentraler utanfoér USO.

1.8 Studiens syfte

Studiens syfte ar att undersdka hallbarheten hos urinprover infér analys av urinsticka
med hjalp av urinstickan som primar analysmetod. Utdver urinstickan ska de exakta

koncentrationerna av albumin, glukos samt kreatinin métas med spektrofotometri for att



stérka tolkningsunderlaget och mojliggora statistisk berédkning. Allt detta med
forhoppningen att urinproverna uppvisar godtagbar stabilitet dver tid, vilket skulle
kunna medfora att hallbarhetstiden kan forlangas och darmed minska behovet av ny

provtagning.



2. MATERIAL OCH METOD

2.1 Material och etiska aspekter

Provmaterialet som anvéndes i hallbarhetsstudien var urinprover fran 21 patienter som
insamlades fran provtagningen pd USO dar behandlande lakare bestallt urinsticka. |
normala fall skulle urinproverna kasserats efter analys av urinsticka, men ateranvandes i
stéllet till denna studie. Anledningen till att urinproverna enbart insamlades fran
provtagningen pa USO, var att de skulle ankomma till laboratoriet inom sa kort tid som
mojligt efter att patienterna lamnat proven. Detta for att efterstrava en sa precis 0-
timmars tidpunkt som majligt for respektive urinprov. Ambitionen vid insamling av
materialet var att proverna skulle uppvisa makroskopiskt heterogent utseende samt med

varierande avvikelser vid analys av urinstickan.

Urinproverna som ingick i studien avidentifierades med anledning av att

personuppgifter inte ansags vara relevanta for studiens resultat. Informerat samtycke
fran patienterna bakom proverna behévdes darmed inte. Daremot har blanketten for
GDPR fyllts i vid Orebro Universitet med anledning av personuppgiftshantering vid

avidentifieringen.

2.2 Metod

2.2.1 Analys- och avlasning av urinsticka med reflektansfotometri

Hallbarheten pa urinprover infor analys av urinsticka méattes med urinstickorna
Multistix 7 fran Siemens Healthcare Diagnostics (Dublin, Irland) innehallande
markdrerna glukos, erytrocyter, leukocyter, pH, proteiner, nitrit och ketoner.
Fargomslagen avlastes med reflektansfotometri i det automatiserade instrumentet

Clinitek Status®+ fran Siemens Healthineers (Erlangen, Tyskland).

Efter att ordinarie vardpersonal utfort den bestallda analysen av urinsticka pa de
urinprover som inkluderades i studien, noterades analysresultatet som provets resultat

for tidpunkten O-timmar. Dérefter avidentifierades respektive urinprov och delades upp i
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tva portioner i plastror utan tillsats (Sarstedt, Numbrecht, Tyskland). Efterat forvarades
det ena provroret i kylskap (+4°C) och det andra roret i rumstemperatur under
vantetiderna infor analys av urinsticka. Pa respektive prov utfordes sedan analys av
urinsticka vid tidpunkterna 2, 6, samt 24 timmar genom att stickan doppades snabbt
lodratt ner i provroret och placerades sedan i sladen till instrumentet Clinitek Status®+
for avlasning av fargomslagen. All avidentifierad data férdes sedan in i Excel

(Microsoft Corporation, Redmond, Washington, USA) for vidare bearbetning.

2.2.2 Koncentrationsméatning med spektrofotometri

Koncentrationsmétningarna av albumin, glukos samt kreatinin utférdes med
spektrofotometri i det helautomatiserade instrumentet Advia XPT fran Siemens
Healthineers (Erlangen, Tyskland) vid tidpunkterna 0- samt 24 timmar. Vid tidpunkt 0
mattes markdrernas koncentration i en av portionerna medan vid tidpunkt 24 timmar

mattes koncentrationerna i de bada portionerna.

Respektive provror placerades i instrumentet som sedan automatiskt pytsade
provmaterial samt analysreaktanter till kyvetter, varefter metoderna fér matning av
respektive markor applicerades. De erhallna absorbansvardena jamfordes sedan med
kalibreringskurvor innehallande kanda koncentrationer av respektive markor for

berdkning av koncentrationerna.

2.3 Statistik

Samtliga resultat sammanstalldes i Excel efter markor, forvaringssatt, tidpunkt samt
analysmetod. Av resultaten fran urinsticksanalysen skapades stabilitetsdiagram for
respektive markor baserat efter forvaringssatt som visar hur stabiliteten sett ut dver tid
for markdrerna. Ju farre analyssvar som bytt arbitrér enhet 6ver tid for respektive
markor pa urinstickan, desto stabilare bedoms hallbarheten av markéren vara i

urinproverna.
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Utover stabilitetsdiagrammen for urinsticka utfordes linjér regressionsanalys,
differensanalys enligt Bland-Altman samt parat t-test av resultaten for albumin, glukos

samt kreatinin.

De linjara regressionsdiagrammen visar pa hur resultaten for 0- samt 24 timmar for
respektive prov baserat efter markor och forvaringssatt korrelerar. Ju ndrmare
korrelations- och lutningskoefficienterna &r 1, desto starkare ar korrelationen mellan

resultaten for respektive forvaringssatt och markor (20).

Bland-Altman diagrammen visar istéllet for vardera markor och forvaringssatt den
relativa skillnaden i procent for tidpunkt 0- och 24 timmar for respektive prov, samt om
det férekommer en systematisk eller slumpmassig skillnad i provresultaten mellan
tidpunkterna. Ju mindre den genomsnittliga procentskillnaden &r mellan tidpunkterna,
desto battre Overensstammer vardena med varandra och desto stabilare &r markoren ver
tid (20). For att objektivt kunna bedéma stabiliteten av urinen, sattes ett forutbestamt
acceptanskriterium dar medelvérdesdifferenserna mellan provresultaten for 0- och 24

timmar inte skulle 6verstiga 10%.

De parade t-testen beraknas pa normalfordelad data for att undersoka om skillnaderna
som finns i resultaten for de parade proverna vid 0- samt 24 timmar, &r statistiskt
signifikanta. Signifikansvardet 0,05 anvands vanligtvis som P-varde, vilket anger
sannolikheten for att en sann nollhypotes kan forkastas. Om P-vérdet ar < 0,05, betyder

det att det sannolikt foreligger en signifikant skillnad mellan provresultaten (20).
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3. RESULTAT

3.1 Markorernas stabilitet 6ver tid i urin

For att visualisera stabiliteten hos urinprover over tid skapades diagram for respektive
markdr och forvaringssétt genom att de arbitrdra resultaten for 21 prover plottades mot
avlasningstidpunkterna, se figur 3-9. Da provresultaten foljs longitudinellt, kan byten
mellan de arbitréra enheterna Over tidpunkterna noteras for samtliga markorer och

forvaringssatt.

3.1.1 Glukos

For glukos gav tre av 21 urinprover utslag pa urinstickan vid samtliga tidpunkter for de
bada forvaringssatten, medan ett urinprov gav utslag vid en tidpunkt, se figur 3. Ett byte
i arbitrar enhet har skett 6ver tidpunkterna for tre av proverna. Resterande urinprover

uppvisades som negativa vid respektive tidpunkt.

—s— Prov 1 == Prov 1
A‘ Prov 2 B . Prov 2
4 Prov 5 4 Prov 5
Prov 13 Prov 13
3 3

Arbitrir enhet
Arbitrir enhet

AN AN

Oh 2h 6h 24h Oh 2h 6h 24h
Tidpunkt +4°C Tidpunkt RT

Figur 3. Stabilitetsdiagram som visar de arbitrara resultaten 6ver tid for glukos fran analys av
urinsticka pa 21 urinprover som forvarats kylt (A) respektive i rumstemperatur (B). |
diagrammen illustreras resultaten for fyra av proverna som ingick i studien. Resterande prover

illustreras inte i diagrammen da resultaten for dessa hamnade inom den arbitréara enheten 0.
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3.1.2 Ketoner

For ketoner gav tva av de ingaende urinproverna utslag vid analys av urinsticka, se figur
4. Det ena provet gav utslag vid samtliga tidpunkter for det ena forvaringssattet, medan
det andra provet visade utslag for de bada forvaringssatten vid alla tidpunkter. For en av
proverna har ett arbitrart byte skett dver tidpunkterna. Aterstiende urinprover visades

som negativa for tidpunkterna vid analys av urinsticka.

= Prov 20 == Prov 20

>
w

3 Prov 21 3 Prov 21

1
1 \/ 1 /
Oh Zh 6h 24h Oh 2h 6h 24h
Tidpunkt +4°C Tidpunkt RT

Arbitrir enhet
Arbitrir enhet

Figur 4. Stabilitetsdiagram som visar de arbitréara resultaten 6ver tid for ketoner fran analys av
urinsticka pa 21 urinprover som forvarats kylt (A) respektive i rumstemperatur (B). |
diagrammen illustreras resultaten for tvd av proverna som ingick i studien. Aterstdende prover

illustreras inte i diagrammen da resultaten for dessa hamnade inom den arbitrara enheten 0.

3.1.3 Erytrocyter

Resultatet for erytrocyter var att fyra av proverna som ingick i studien visade utslag pa
urinstickan for de bada forvaringssatten, medan ett prov gav utslag for det ena
forvaringssittet, se figur 5. Tva av proverna visade utslag vid alla analystidpunkter for
de bada forvaringssatten, medan resterande tre prover inte gav utslag vid nagon av
tidpunkterna. Ett arbitrért byte mellan enheterna dver tidpunkterna har skett.

Aterstéende urinprover visades som negativa vid tidpunkterna for analys av urinsticka.
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Oh 2h 6h 24h Oh 2h 6h 24h
Tidpunkt +4°C Tidpunkt RT

Figur 5. Stabilitetsdiagram som visar de arbitréara resultaten éver tid for erytrocyter fran
analys av urinsticka pa 21 urinprover som forvarats kylt (A) respektive i rumstemperatur (B). |
diagrammet for kyld forvaring illustreras resultaten for fyra av proverna som ingick i studien,
medan i diagrammet for forvaring i rumstemperatur illustreras resultatet for fem av studiens
prover. Aterstdende prover illustreras inte i diagrammen d& resultaten fér dessa hamnade inom

den arbitrara enheten 0.

3.1.4 pH

For pH visade vardera ingaende urinprov vid samtliga tidpunkter utslag pa urinstickan,
se figur 6. Ett byte i arbitrar enhet har skett for fem av proverna fran forvaring i kylskap
respektive sju av proverna fran forvaring i rumstemperatur. Samt att ett prov fran

forvaring i rumstemperatur uppvisade byte i tva arbitrara enheter.

o= Prov 1 —a— Prov 1

A. e Prov 6 B . o= Prov 2
—— Prov 6
9 +::: i 9 ——Prova,s
—— Prov °
g / =a= Prov 11 8 == Prov 11
- Prov 13 T Prov 13
g 7 Prov7,12.17 '_g 7 Prov 10, 14
8 Prov3, 510,14, o Prov7, 12,17
' \ \ 15,16, 18, 19 g \\ Prov3, 5. 15
g 6 ——— e Py 20 E 6 —— - 16, 18,19
E ——Prov2l < / T Prov20
3 3 —e— Prov21
4 4
Oh 2h 6h 24h Oh 2h 6h 24h
Tidpunkt +4°C Tidpunkt RT

Figur 6. Stabilitetsdiagram som visar de arbitrara resultaten 6ver tid for pH fran analys av
urinsticka pa 21 urinprover som forvarats kylt (A) respektive i rumstemperatur (B). |

diagrammen illustreras samtliga urinprover som ingick i studien.
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3.1.5 Proteiner

Resultatet for proteiner var att tio av 21 urinprover gav for de bada forvaringssatten
utslag pa urinstickan, se figur 7. For samtliga tidpunkter gav sju av proverna utslag,
medan resterande tre inte gav utslag vid alla analystidpunkter. Over tidpunkterna har ett
skifte mellan de arbitréra enheterna skett for forvaringssatten. Resterande prover visade
vid analys av urinsticka som negativa for samtliga tidpunkter.

Prov2, 4 Prov2 4
A' Prov 12,15 B- e Prov 7
4 —o— Prov 16 4 Prov 12, 15
Prov 7, 13,17 —a— Prov 16
3 =t Prov 20 3 Prov 13,17
== Prov 21

e Prov 20
—a— Prov 21
2
1 1 \/_.
O \/— 0

Oh 2h 6h 24h Oh 2h 6h 24h
Tidpunkt +4°C Tidpunkt RT

Arbitrér enhet

Arbitrir enhet

Figur 7. Stabilitetsdiagram som visar de arbitrara resultaten éver tid for protein fran analys av
urinsticka pa 21 urinprover som forvarats kylt (A) respektive i rumstemperatur (B). |
diagrammen illustreras resultaten for tio av proverna som ingick i studien. Resterande prover

illustreras inte i diagrammen da resultaten for dessa hamnade inom den arbitrara enheten 0.

3.1.6 Nitrit

For nitrit gav ett urinprov utslag pa urinsticka vid en tidpunkt for de bada
forvaringsséatten, se figur 8. Ett arbitrart skifte har skett mellan resultatet O (negativ) och
resultatet +1 (positiv) for provet. Resterande urinprover visades som negativa vid analys

av urinsticka for samtliga tidpunkter.
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Prov 21

Prov 21

Arbitrir enhet
Arbitrir enhet

0 —_— 0 —_—

Oh 2h 6h 24h Oh 2h 6h 24h
Tidpunkt +4°C Tidpunkt RT

Figur 8. Stabilitetsdiagram som visar de arbitrara resultaten éver tid for nitrit fran analys av
urinsticka pa 21 urinprover som forvarats kylt (A) respektive i rumstemperatur (B). Den
arbitrara enheten 1 representerar resultatet positiv fran urinsticka medan enheten 0
representerar resultatet negativ. | diagrammen illustreras resultaten for ett av proverna som
ingick i studien. Resterande prover illustreras inte i diagrammen da resultaten for dessa

hamnade inom den arbitrara enheten 0.

3.1.7 Leukocyter

Vid analys av urinsticka var resultatet for leukocyter att fem av de ingaende proverna
visade utslag vid samtliga tidpunkter for de bada forvaringssatten, se figur 9. Over
tidpunkterna for de bada forvaringssatten har ett till tva byten skett i de arbitrara
enheterna. Aterstdende prover visade inga utslag vid tidpunkterna for analys av

urinsticka och uppvisades som negativa.
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Figur 9. Stabilitetsdiagram som visar de arbitréara resultaten éver tid for leukocyter fran analys
av urinsticka pa 21 urinprover som forvarats kylt (A) respektive i rumstemperatur (B). |
diagrammen illustreras resultaten fér fem av proverna som ingick i studien. Aterstaende prover

illustreras inte i diagrammen da resultaten for dessa hamnade inom den arbitréra enheten 0.

3.2 Statistisk analys av resultaten fran Advia XPT

Vid utférandet av linjéar regressionsanalys, differensanalys enligt Bland-Altman samt
parat t-test pa provresultaten for glukos, exkluderades sju urinprover som uppvisade
resultaten <0,200 da de exakta koncentrationerna under detta vérde inte erholls fran
instrumentet. FOr albumin samt kreatinin inkluderades samtliga urinprover vid

utfoérandet av de statistiska analyserna.

3.2.1 Linjar regressionsanalys av albumin, glukos och kreatinin

Provresultaten for albumin, glukos och kreatinin vid tidpunkt O timmar, plottades i
diagram mot resultaten vid 24 timmar for respektive markor och forvaringssatt, se figur
10-12. Ur de linjara regressionsdiagrammen erhélls bade lutnings- samt
korrelationskoefficienten for respektive jamforelse dar samtliga koefficienter uppnadde
ett varde kring 1.
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Figur 10. Linjar regressionsanalys av resultaten for albumin fran analys av Advia XPT pa 21
urinprover som forvarats kylt (A) respektive i rumstemperatur (B) vid tidpunkterna 0- samt 24-
timmar (T = 0, 24). | diagrammet visas lutnings- samt korrelationskoefficienten for resultaten.
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Figur 11. Linjar regressionsanalys av resultaten for glukos fran analys av Advia XPT pa 14
urinprover som forvarats kylt (A) respektive i rumstemperatur (B) vid tidpunkterna 0- samt 24-
timmar (T = 0, 24). Sju urinprover som uppvisade resultatet <0,200 har exkluderats och ingar
inte i regressionsanalysen. | diagrammet visas lutnings- samt korrelationskoefficienten for
resultaten.
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Figur 12. Linjar regressionsanalys av resultaten for kreatinin fran analys av Advia XPT pa 21
urinprover som forvarats kylt (A) respektive i rumstemperatur (B) vid tidpunkterna 0- samt 24-
timmar (T = 0, 24). | diagrammet visas lutnings- samt korrelationskoefficienten for resultaten.
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3.2.2 Differensanalys enligt Bland-Altman av albumin, glukos och kreatinin

Resultaten vid 0 timmar for albumin, glukos och kreatinin, plottades for respektive
markdr och forvaringssétt i diagram mot den procentuella differensen mellan resultaten
for 0- och 24 timmar, se figur 13-15. Ur diagrammen for albumin respektive glukos,
pavisas >5% procentuella skillnader mellan resultaten for proverna med lagre
koncentrationer. Medan for kreatinin uppvisas mindre procentuella skillnader mellan

resultaten oavsett koncentration.

Medelvardesdifferensen for provresultaten fran kyld forvaring var +3,9% for albumin,
+0,8% for glukos samt +1,9% for kreatinin. For resultaten fran forvaring i
rumstemperatur var medelvardesdifferensen for albumin +4,6%, for glukos -2,4% och
for kreatinin +1,7%.
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i .
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E 20,0 * E 20,0 .
C 10,0 3 © 100 &,
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£ 1000 500 1000 1500 2000 2500 & 100 0 500 1000 1500 2000 2500
L= L=
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Koncentration T = 0 (mg/1) Keoncentration T =0 (mg/l)

Figur 13. Differensanalys enligt Bland-Altman for albumin fran analys av Advia XPT pa 21
urinprover som forvarats kylt (A) respektive i rumstemperatur (B). Resultaten for tidpunkt O-
timmar (T = 0) plottas mot den procentuella differensen mellan resultaten for T=0 och T = 24
for respektive prov.
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Figur 14. Differensanalys enligt Bland-Altman fér glukos fran analys av Advia XPT pa 14
urinprover som forvarats kylt (A) respektive i rumstemperatur (B). Sju urinprover som
uppvisade resultatet <0,200 har exkluderats och ingdr inte i differensanalysen. Resultaten for
tidpunkt O-timmar (T = 0) plottas mot den procentuella differensen mellan resultaten for T =0
och T = 24 for respektive prov.
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Figur 15. Differensanalys enligt Bland-Altman for kreatinin fran analys av Advia XPT pa 21
urinprover som forvarats kylt (A) respektive i rumstemperatur (B). Resultaten for tidpunkt O-
timmar (T = 0) plottas mot den procentuella differensen mellan resultaten for T=0och T = 24
for respektive prov.

3.2.3 Parat t-test av albumin, glukos och kreatinin

Vid berékning av parat t-test pa provresultaten for 0- och 24 timmar fran kyld forvaring,
erholls p-vardet 0,052 for albumin, 0,509 for glukos samt 0,0036 for kreatinin. FOr
provresultaten fran forvaring i rumstemperatur vid 0- samt 24 timmar, gav albumin p-
vardet 0,076, glukos 0,15 och kreatinin 0,005.
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4. DISKUSSION

Vid avdelningen klinisk kemi pad USO finns 6nskemal av forlangda héllbarhetstider pa
urinprover infor analys av urinsticka. Detta med anledningen av att anvisningarna
medfor sndva tidsfonster framfor allt for de prover som inkommer utanfor sjukhuset.
Darfor har stabiliteten hos urinens innehall undersokts for att granska hallbarheten éver
tid.

4.1 Markdrernas stabilitet och hallbarhet

Ambitionen med provinsamlingen var att samla in urinprover med heterogent
analyssvar och utseende. Detta uppfylldes dock inte helt trots att analysresultaten fran
urinsticka undersoktes for samtliga urinprover som inkom fran provtagningen till
laboratoriet. Specifikt upptradde svarigheter i att samla in urinprover som var positiva
for markdren nitrit da ingen av de ingaende proverna var positiva vid forsta tidpunkten.
Provinsamlingen resulterade dérmed i att majoriteten av provresultaten for studien

hamnade inom den arbitrara enheten O for samtliga markorer forutom pH.

Enligt stabilitetsdiagrammens illustrationer uppvisas av provresultaten for vardera
markor en till tva skiften mellan de arbitrara enheterna pa urinstickan over tid. De fa
skiftena tyder pa att samtliga markorer har uppvisat en relativt god stabilitet under
samtliga tidpunkter for respektive forvaringssatt. Ett pl6tsligt skifte fran negativt
analysresultat till positivt skedde daremot for ett prov efter 6 timmar for markoéren nitrit.
Detta kan enligt tidigare teori bero pa att en tillvéxt av bakterier har skett i urinprovet
under tiden som provet har forvarats, vilket sedan kan ha orsakat en dkad nitritbildning
(5). Darmed kan forvaring av infektionsprover under en langre tid bade i
rumstemperatur och kylskap, orsaka problemet att det med stor sannolikhet kommer att

tillvéxa bakterier och ge en falskt eller sann 6kad nitritbildning i provet.

Tidigare i denna studie har det beskrivits att den arbitréra enheten 0 inte behdver
innebéra att koncentrationen av markér i provet ar noll, utan att mangden markor i
urinprovet nar inte upp till urinstickans detektionsgrans for den arbitrara enheten 1 (11).
Da de arbitrara enheterna innehaller olika koncentrationsintervall, kan

markorkoncentrationerna ha forandrats relativt mycket i proverna dver tid utan att ge
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utslag pa urinstickan och darmed i stabilitetsdiagrammen. Dessutom uppstar
problematik i att omvandla de arbitrdra enheterna till kvantitativ data infor statistisk
bearbetning, da de olika koncentrationsintervallen som representeras inte alltid &r linjara
for respektive markor och enhet (12). Darfor har de exakta koncentrationerna av
albumin, glukos samt kreatinin matts med en kéansligare kvantitativ metod vid
tidpunkterna 0- samt 24 timmar for att statistiskt kunna granska den faktiska
hallbarheten och darmed stérka tolkningsunderlaget. Resterande markaorer pa
urinstickan kunde dessvérre inte analyseras med en kansligare metod, da det enkelt inte

fanns lampliga instrument att tillga vid avdelningen klinisk kemi pa USO.

4.2 Stabilitet och hallbarhet av albumin, glukos samt kreatinin

For de linjara regressionsanalyserna av albumin, glukos samt kreatinin uppvisade
resultaten ett varde nara 1 for bade korrelations- och lutningskoefficienten for
respektive markor och forvaringssitt. Detta tyder pa att resultaten for tidpunkt O har en
bra dverensstammelse med resultaten for 24 timmar, vilket indikerar pa att markorernas

stabilitet i urin &r god aven efter 24 timmar oberoende av forvaringssétt.

Vid jamforelse av de relativa skillnaderna i analysresultaten for 0- samt 24 timmar
hamnar medelvérdesdifferenserna for samtliga tre markorer inom 5% for de bada
forvaringssatten, vilket var val inom studiens acceptanskriterium pa 10%. Ytterligare
pavisas en systematisk skillnad mellan provresultaten av kreatinin for de tva
jamforelsetillfallena da resultaten for O timmar bedoms genomgaende vara nagot hogre
an vid 24 timmar for respektive koncentration, vilket tyder pa en verklig minskning av
kreatininkoncentrationen i urinproverna. Trots denna systematiska
koncentrationsskillnad blev medelvardesdifferenserna for kreatinin enbart cirka 2% for
de bada forvaringssatten, vilket anses vara en klinisk acceptabel forandring i stabilitet

aven om denna markor inte ingar i urinstickan.

For albumin och glukos var daven de procentuella medelvardesdifferenserna mellan
resultaten for 0- och 24 timmar under 5%. Daremot uppvisades ingen tydlig systematik i
skillnaderna sasom for kreatinin, da de relativa procentuella skillnaderna for aloumin

respektive glukos varierade mellan bade positiva- och negativa varden. Detta tyder pa
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att slumpmassiga skillnader, snarare an verkliga koncentrationsskillnader, finns mellan
provresultaten och som inte beror pa markorernas stabilitet. Dessutom sags stora
relativa skillnader upp mot 40% for respektive markér vid proverna med lagre
koncentrationer. Dessa stora skillnader beror med stor sannolikhet pa att instrumentet
Advia XPT innehar en relativt dalig precision vid métning av lagre koncentrationer,
vilket resulterar i att sma koncentrationsskillnader orsakar hoga relativa procentuella
differenser. Den kliniska signifikansen av de relativt stora skillnaderna anses vara lag,
da dessa motsvarar koncentrationsforandringar inom intervallet for den arbitrara

enheten 0.

Forutom att slumpmaéssiga skillnader kan tydas fran differensanalyserna av albumin och
glukos, uppvisas aven det av de parade t-testen for de tva markorerna. De parade t-
testen for albumin respektive glukos uppvisade P-varden 6ver signifikansvérdet 0,05,
vilket medfor att inga signifikanta skillnader mellan provresultaten for 0- och 24 timmar
finns. Skillnaderna som finns mellan provresultaten har darmed enligt testen istéllet
sannolikt uppstatt genom slumpens verkan som exempelvis kan bero pa

analysinstrumentets precision.

I motsats till albumin och glukos uppvisade de parade t-testen for kreatinin P-varden
under signifikansvardet 0,05, vilket indikerar pa att statistiskt signifikanta skillnader
mellan provresultaten for 0- samt 24 timmar finns for respektive forvaringsséatt. Detta
stammer dverens med de systematiska skillnaderna som pavisades mellan
provresultaten for de tva tidpunkterna, som inte ansags vara kliniskt relevant. For att en
skillnad ska vara kliniskt relevant bor den dndra pa den kliniska handlaggningen av en

patient, det vill s&ga diagnosticering, behandling, symptomklassificering etc.

4.3 Vidare studier

Till vidare studier kan det vara av varde att undersoka fler urinprover positiva for nitrit,
da studien inte inkluderade nagra prover positiva for markoren vid insamlingen. Detta i

syfte om att granska markérens stabilitet Over tid beroende av forvaringssatt.
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4.4 Studiens slutsats

Slutsatsen med studien &r att provresultaten tyder pa god hallbarhet av urin vid
forvaring i rumstemperatur som i kylskap. Trots att majoriteten av provresultaten
hamnade inom den arbitrara enheten 0 for samtliga markorer pa grund av lag incidens
av avvikande urinprover, bedoms studiens utfall som tillforlitligt. Stabilitetsdiagrammen
over de arbitrara enheterna fran urinstickan, uppvisade fa skiften mellan enheterna som
bedomdes slumpvisa snarare an del i en trend. Darutover pavisade dven markorerna
kreatinin, albumin samt glukos, méatta med en annan analysmetod, god hallbarhet Gver
24 timmar bade i forvaring i rumstemperatur och i kylforvaring. Sammanfattningsvis
kommer Klinisk kemi vid USO att sannolikt kunna forlanga héallbarhetstiden pa
urinprover infor analys av urinsticka atminstone till 6 timmar for de bada
forvaringsmojligheterna. Detta dock efter komplettering med stabilitetsanalys av

ytterligare nitritpositiva urinprover.
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