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Sammanfattning

Urinprover kan behova skickas till externa laboratorium for analys. Om @mnet, som ska analyseras,
inte ar stabilt under transport kan forseningar leda till felaktiga eller missvisande resultat. Av den
orsaken &r det viktigt att undersoka vilka fordndringar som sker i urinprover under olika temperatur-
forhallanden vid olika tidpunkter. Det finns fa tidigare studier inom héllbarhet hos kemiska
metaboliter i urin och de géller oftast urin fran manniskor. Syftet med den har studien var att
undersoka héllbarheten hos tio kemiska metaboliter i hundurin vid férvaring i rumstemperatur (~20—
24 °C), kyl (4 °C) och frys (-20 °C) 6ver tid. | studien ingick 12 urinprover, varav nio stycken kom
fran friska hundar och analyserades avseende kreatinin, cystatin C, urea, glukos, protein, elektrolyter
(natrium, kalium, Klorid), kalcium och fosfat. Proverna forvarades i rumstemperatur och 4 °C som
sedan analyserades dag 1, 2, 3, 4 och 7. Prover som forvarades i -20 °C analyserades efter 7 dagar
och efter 33-49 dagar. Resultaten presenterades som férandring i procent éver tid, om férandringen
var inom *10 % beddmdes variabeln godtagbart stabil for kliniska prover. Sex variabler (U-
kreatinin, U-urea, U-natrium, U-kalium, U-klorid, U-fosfat) uppvisade god hallbarhet vid samtliga
undersokta temperaturer och analystillfallen. U-kalcium var stabilt i fyra dagar vid forvaring i
rumstemperatur eller 4 °C, men sjonk vid forvaring i frys. U-glukos forandrades mindre &n £10 %
under de forsta fyra dagarna om provet forvaras i 4 °C eller under hela studietiden i -20 °C, men
hade samre héllbarhet i rumstemperatur. U-protein och U-cystatin C, som ofta hade 1dg koncentra-
tion, hade samre och mer varierande héllbarhet. Sju av de tio utvarderade urinvariablerna var
godtagbart stabila vid forvaring i rumstemperatur i minst fyra dagar, vilket innebdr att de vanligtvis
klarar transport till laboratorium.

Nyckelord: hund, urin, kemiska metaboliter, héllbarhet, forvaring



Abstract

Urine samples from dogs occasionally need to be transported to external laboratories for analysis. If
the substance is unstable, transport delays may cause incorrect analysis results. Consequently, it is
necessary to evaluate what changes occur in urine samples at different storage conditions. The few
previous studies made on the effects of storage on chemical metabolites in urine, focused primarily
on human urine samples. The aim of this study was to evaluate the stability of ten chemical
metabolites in dog urine during storage at room temperature (~20-24 °C), fridge (4 °C) and frozen
(-20 °C). The study included 12 urine samples, whereof nine came from healthy dogs, and analyzed
for creatinine, cystatin C, urea, glucose, protein, electrolytes (sodium, potassium, chloride), calcium
and phosphate. The samples were stored at room temperature and 4 °C for up to 7 days. Samples
stored in -20 °C were analyzed after 7 days and after 33-49 days. The results were presented in
percentage change over time, if the change was within £10%, the variable was considered stable.
Six of the variables (U-creatinine, U-urea, U-sodium, U-potassium, U-chloride, U-phosphate)
showed good stability at all examined temperatures at day 7. U-calcium was stable for four days
when stored at room temperature or 4 °C, but decreased when stored frozen. U-glucose changed less
than £10% during the first four days when stored at 4 °C or during the entire study period at -20 °C,
but was less stable at room temperature. U-protein and U-cystatin C, which often had low concentra-
tions, had more variability and were less stable. Seven of the ten evaluated urine variables had
acceptable stability when stored at room temperature for at least four days, which means that they
can be transported to the laboratory without the analysis results being affected.

Key words: dog, urine, chemical metabolites, stability, storage
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Inledning

Urin innehaller stora méangder information om vad som sker i kroppen (Dalanghe
& Speeckaert 2016). En fullstandig urinanalys anses av manga veterindrmedicinska
specialister vara det viktigaste diagnostiska testet (Piech & Wycislo 2019). Férutom
att kunna upptacka sjukdomar i njurar och urinvagar, sa som bakteriell cystit, renal
proteinuri och dvergangscellskarcinom, kan en urinanalys dven diagnostisera andra
sjukdomar. Endokrina sjukdomar, som till exempel diabetes mellitus och andra
systemiska stdrningar som intravaskuldar hemolys, kan ofta diagnostiseras via
urinbedomning (Piech & Wycislo 2019). Urinanalyser har forbattrats avsevart pa
grund av den senaste tidens tekniska framsteg, vilket lett till hogre och striktare
preanalytiska krav (Dalanghe & Speeckaert 2016). Varierande uppsamlings-
metoder och olamplig transportering av prover kan orsaka viktiga preanalytiska fel
(Dalanghe & Speeckaert 2016). Tiden mellan provtagning och genomforande av
analys ar avgorande for palitligheten av resultaten (Dolscheid-Pommerich et al.
2016). Forandringar i koncentration av urinkomponenter kan forekomma, vilket gor
resultaten svartolkade (Dolscheid-Pommerich et al. 2016). Standardiserat utforande
for uppsamling, transport, provberedning och analys av urin bér vara grunden for
en effektiv diagnostisk strategi vid urinanalyser (Dalanghe & Speeckaert 2016).

Det finns tidigare publicerade studier avseende hallbarhet hos urinprotein/
kreatinin-kvot (UPC) i hundurin. Eftersom urinprover avsedda for analys av UPC
vanligtvis levereras till externa laboratorier fran privata veterinarkliniker, utgor
stabilitet av UPC vid olika forvaringsforhallanden éver tid en potentiellt pre-
analytisk riskfaktor (Rossi et al. 2012). Det finns dven hallbarhetsstudier avseende
cystatin C i hundurin (Monti et al. 2012), humanurin (Herget-Rosenthal et al. 2004;
Ji et al. 2018; Suérez-Fernandez et al. 2019) och urin fran rattor (Lee et al. 2014).
Daremot finns ganska fa studier gallande hallbarhet hos andra kemiska variabler i
urin och de som finns galler oftast urin fran manniskor (Worth et al. 1980; Remer
et al. 2014; Herrington et al. 2016).

Urinprover kan behova skickas till externa laboratorium, exempelvis via post.
Syftet med denna studie var att undersoka hallbarheten hos kemiska metaboliter i
hundurin vid férvaring i rumstemperatur (~20-24 °C), 4 °C och -20 °C dver tid.
Forhoppningen ar att resultaten i studien kan leda till en storre forstaelse for hur
urinprover ska hanteras och skickas i klinisk verksamhet. I denna studie under-
soktes hallbarheten hos 10 stycken kemiska variabler i hundurin. Féljande meta-
boliter undersoktes: kreatinin, cystatin C, urea, glukos, protein, natrium (Na),
kalium (K), klorid (CI), kalcium (Ca) och fosfat (P).



Litteraturoversikt

Urinprover i diagnostiken; rutinprover, fraktionerad
utsondring och biologisk variation

En komplett urinanalys innehaller bedémning av farg och klarhet, matning av
specifik vikt (USG), kemisk analys och mikroskopisk beddémning av sediment
(Piech & Wycislo 2019). Det ar viktigt att komma ihag att testerna ska tolkas
tillsammans och inte var for sig, for en sa korrekt analys som mojligt. Kemiska
analyser av urin utfors vanligtvis semikvantitativt med urinstickor. Dessa stickor
kan tolkas manuellt eller avlases med automatiserade metoder. | allmanhet &r urin-
stickor palitliga for matning av pH, glukos, ketoner, bilirubin, blod och protein i
hundurin. De anses vara opalitliga for matning av USG, leukocyter, nitrit och
urobilinogen i hundurin (Piech & Wycislo 2019). Specifik vikt kan mé&tas med
refraktometer, som bryter ljuset brytningsindex nar det fardas fran luft till en vétska
innehallande partiklar, vilka andrar ljusets riktning varpa ljuset bryts (Osborne &
Stevens 1999). Specifik vikt ar ett matt pa forhallandet mellan vikten av en volym
vétska och vikten av samma volym destillerat vatten vid en specifik temperatur
(Nelson & Couto 2014).

Det finns stora skillnader i urinens sammanséttning, bade mellan individer och hos
en och samma individ (Waldrop 2008). Dessa skillnader i urinen hos friska
individer gor det svart att definiera en normal urinkomposition (Waldrop 2008).
Diet, vétskeintag, hormoner och njurens troskelvarde for reabsorption for en enskild
substans paverkar mangden vatten och substanser som utsondras via njuren, vilket
leder till att méngden utséndrat vatten och substanser varierar (Sjaastad et al. 2010).
Fraktionerad utsondring (FE) av elektrolyter ar procentandelen av ett &mne filtrerat
av njuren som hamnar i urinen (Pressler 2013). FE kan anvandas for att utvéardera
funktionen i njurtubuli och kan till exempel berdknas genom utséndring av en
elektrolyt i forhallande till elektrolytens serumkoncentration med korrigering for
filtreringshastighetsbaserad utsondring av kreatinin (Pressler 2013). Aven om
urinsamling under en 24 timmars period ar mest exakt for att bestimma FE, ger
engangsprovtagning av samtidig uppsamlad urin och plasma klinisk rimlig upp-
skattning av total daglig utsondring, trots viss variation. Manga faktorer paverkar
FE och det finns fa studier som undersckt referensintervall for hundar och katter.
Det finns en generell regel att som sager att FE av natrium normalt ska vara lag
(<1%), medan FE av kalium ska vara hogt (upp till 25 %) (Pressler 2013). Ett
examensarbete inom veterindrprogrammet 2020 (Damm 2020) tog fram riktvérden
for FE for de kemiska variablerna som dven undersoks i denna studie. Aven tidigare
har referensintervall for FE av elektrolyter undersokts (Laroute et al. 2005; Bennett
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et al. 2006). Genom att mata fraktionerad utsondring och inte den absoluta
koncentrationen av ett &mne i urinen undviks problemet med att den varierande
koncentrationen i urin paverkar provsvaren (Brown et al. 2015).

Biologiska variabler har alla en inneboende variation och ar inte konstanta (Fraser
2004). Biologisk variation kan delas in i tre steg, vilka utgdrs av analytisk variation,
variation inom individen samt variation mellan individer (Ricds et al. 2004).
Biologisk variation delas upp i intra- och interindividuella variabler. Intraindivi-
duella variabler &r skillnader hos samma individ mellan olika tillfallen som kan
paverka koncentrationen av olika variabler i blod och urin. Intraindividuella
skillnader paverkas av alder, kon, vikt eller diet. Biologisk variation hos samma
individ mellan olika tillfallen gor att en individ kan ha vérden inom referens-
intervallet, trots att det skett en signifikant fordndring av variabeln hos individen.
Interindividuella skillnader ar en variation mellan individer (Ricos et al. 2004).
Utover biologiska skillnader finns ocksa en analytisk variation (Fraser 2004).

Kemiska metaboliter i urin

Kreatinin i urin

Kreatinin &r en analyt som produceras vid nedbrytning av kreatin och kreatinfosfat
som framfor allt finns i skelettmuskulatur (Braun & Lefebvre 2008). Vid muskel-
aktivitet frigors kreatin och en del omvandlas till kreatinin. Kreatinin elimineras
fran kroppen i urinen via njurarna, dar det filtreras fritt i glomeruli och reabsorberas
inte i tubuli. Mangden kreatinin i serum paverkas av individens muskelméangd men
visar liten eller ingen respons pa dietara forandringar eller katabola processer (till
exempel feber, toxinemi, infektioner eller vissa lakemedel) (Braun & Lefebvre
2008). Kreatininkoncentrationen i plasma é&r relativt konstant och har ansetts vara
en bra markor for GFR (glomerular filtration rate) och utvéardering av njurfunktion
(Watson et al. 2002).

Det finns tva orsaker till att en tillforlitlig matning av kreatinin i urin ar viktigt
(Spierto et al. 1997). Den forsta ar att avvikande kreatinin-nivaer i urin kan bero pa
diverse abnormaliteter, exempelvis en akut infektion, inflammation eller njurskada.
Den andra orsaken ar att kreatinin i forhallande till nagra andra substanser
(exempelvis protein och elektrolyter) har en relativ konstant utséndringsgrad éver
dygnet. De andra substanserna (exempelvis protein och elektrolyter) uttrycks
vanligtvis inte i koncentration, eftersom koncentrationen varierar 6ver dygnet pa
grund av varierande utflédeshastighet. Kreatinin, som har en relativt konstant
utséndringsgrad 6ver dygnet, kan anvéndas for att kompensera for den variabilitet
som ses hos andra substanser. Nivaerna av de namnda substanserna uttrycks da i
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forhallande till koncentrationen av kreatinin i samma urinprov (Spierto et al. 1997).
Exempel pa nar kreatinin-kvoter kan anvandas, ar i forhallande till urin-protein
(UPC) och urin-albumin, samt vid fraktionerad utsondring av elektrolyter.

Urea i urin

Urea ar en liten vattenloslig molekyl som bildas vid nedbrytning av proteiner som
finns i foda och i vavnad (Braun och Lefebvre 2008). Urea filtreras fritt i glomeruli
samt bade reabsorberas och utsondras i tubuli. Den passiva absorptionen i tubuli
Okar nér urinflodet i tubuli reduceras, vilket kan leda till 6kad halt av urea i blodet
hos uttorkade individer eller individer med blodning. Okad urea i blodet kan dven
bero pa minskad GFR i njuren, urinstopp eller stort intag av protein via foda.
Minskad urea i blodet ses vid dverhydrerade patienter, lagt intag av proteiner samt
minskad produktion vid grav leverinsufficiens. Det &r framfor allt i form av urea
som kvave elimineras fran kroppen hos daggdjur (Braun och Lefebvre 2008).

| dagslaget ar det framfor allt urea i serum som anvands i klinisk verksamhet. Det
finns dock pagaende forskning kring hur urin-urea (U-urea) har potential att
anvandas. Hos manniskor finns studier utférda pa hur fraktionerad utséndring av
natrium (FE Na) och urea (FE Urea) i urin kan anvéndas for att kunna skilja mellan
funktionell AKI (acute kidney injury) (orsakad av for dalig genomblddning till
njurarna) och strukturell AKI (direkt skada pa glomeruli eller nefron) (Vanmassen-
hove et al. 2013). Resultaten visade att en kombination av hg FE Na och lag FE
Urea ar associerad med strukturell AKI, medan en kombinerad hog FE Na och hog
FE Urea ar en indikation pa funktionell AKI (Vanmassenhove et al. 2013). | en
studie (Troia et al. 2018) utford pa hundar har det inte bevisats att FE Urea har ett
bra diagnostiskt varde for att skilja hundar med funktionell AKI och strukturell
AKI. Studien visade ingen signifikant skillnad i FE Urea hos hundar med funk-
ionell AKI eller strukturell AKI, vilket tros bero pa individuella skillnader i
ureametabolism, renal hantering och dietéra skillnader (Troia et al. 2018).

Protein i urin

Glomeruli ar en effektiv barriar for proteiner, dock filtreras sma plasmaproteiner
som till exempel peptider och sma mangder albumin genom glomeruli (Sjaastad et
al. 2010). De filtrerade proteinmolekylerna reabsorberas i proximala tubuli och en
liten méngd proteiner kan detekteras i urinen hos manga daggdjur, bland annat hos
hund (Sjaastad et al. 2010). Protein i urinen anses vara en nyckelfaktor som
paverkas av progressiva njursjukdomar och &r en av de forsta abnormaliteter som
hittas hos vissa familjara progessiva glomeruléra sjukdomar hos hund (Théron et
al. 2017). Att tidigt upptécka persisterande renal proteinuri ar viktigt for att kunna
ge lamplig behandling (Théron et al. 2017). Flera studier pa manniska och djur
tyder pa att det finns en korrelation mellan graden av proteinuri och utvecklings-
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hastigheten av njursvikt, vilket lett till hypotesen att proteinuri kan vara en mediator
for progression av njursvikt snarare &n att bara vara en markor for glomerulér
dysfunktion (Burton & Harris 1996).

Cystatin C i urin

Cystatin C &r en inhibitor av endogena extracelluldra proteinaser som produceras
av alla karnforande celler (Nelson & Couto 2014). Cystatin C filtreras fritt i
glomeruli och reabsorberas i proximala tubuli. Produktionen sker i konstant
hastighet i alla vavnader och dess exkretion &r inte beroende av alder, kon eller diet.
Det resulterar i att cystatin C i serum och i urin kan anvandas som en markor for
GFR (Nelson & Couto 2014). Eftersom néstan all cystatin C reabsorberas i tubuli
ar nivaerna i urinen lag hos friska hundar, medan nivaerna ar hogre i urin hos
individer med tubuldr skada (Conti et al. 2006). En studie av Monti et al. (2012)
indikerar pa att urin-cystatinC/kreatininkvot i framtiden kan komma att anvandas
for att skilja friska hundar fran hundar med njursjukdom.

Glukos i urin

Glukosuri uppkommer om blod-glukoskoncentrationen 6verstiger njurtroskel-
vardet (ca 180 mg/dL hos hund) (Nelson & Couto 2014). Det finns flera sjukdoms-
tillstand som kan orsaka glukosuri, exempelvis diabetes mellitus och renala tubu-
lara sjukdomar. Glukosuri kan &ven orsakas av stress eller vid administration av
glukos-innehallande vatskor (Nelson & Couto 2014).

Ett vanligt satt att undersoka om glukos finns i urinen &r att anvénda urinstickor
(Zeugswetter och Schwendenwein 2020). Den l&gsta urin-glukoskoncentrationen
som urinstickor registrerar ar 50 mg/dL eller 100 mg/dL beroende pa tillverkare.
Positiva resultat anses vara patologiskt. Nya kansligare testremsor som ger positiva
resultat vid 20 mg/dL har introducerats pa marknaden, dar rader dock osékerhet
kring tolkning av resultaten. Tillverkaren menar att lindriga positiva reaktioner ar
mojliga hos friska hundar och kan tolkas som att glukosuri inte féreligger. For att
undersdka om basal glukosutsondring kan detekteras i urinen hos icke-diabetiska
hundar vid analys med en kanslig kemimetod utférde Zeugswetter och Schwen-
denwein (2020) en studie, dar det ingick 560 hundar. I studien upptacktes att sma
mangder glukos ar standigt nérvarande i hundurin och att glukosutséndringen inte
paverkas av utfodring, fetma, alder eller kon. Glukoskoncentrationen var 6ver 20
mg/dL hos 7,1 % av urinproverna fran icke-diabetiska hundar som undersoktes i
studien. Forfattarna menar dock att det krévs fler studier for att definiera grans-
varden mellan fysiologisk och patologisk glukosuri (Zeugswetter och Schwen-
denwein 2020).
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Elektrolyter i urin

I vilken utstrackning elektrolyter upptrader i urinen beror pa njurens filtration av
blod, samtidig reabsorption samt utsondring av elektrolyter och vatten i njurtubuli
(Waldrop 2008; Nelson & Couto 2014). Utséndringen av elektrolyter beror pa flera
olika faktorer, bland annat dietdara koncentrationer, njurfunktion, flera olika
hormoner, hastigheten av filtration i glomeruli och hydreringsgrad samt intra-
vaskuldr blodvolym (Pressler 2013).

Den cirkulerande volymen vétska i kroppen regleras genom utséndring och
reabsorption av natrium och vatten via njuren (Waldrop 2008). Volyméandringar
registreras av receptorer i kérl och forandringen leder till sekretion av flera
hormoner som paverkar natrium-reabsorption och natrium-sekretion i njuren.
Klorid forflyttas vanligtvis med natrium nér natrium-sekretion eller natrium-
reabsorption sker, och vatten foljer sekundart (Waldrop 2008). Njurarna ar det
viktigaste organet nér det géaller reglering av natriumkoncentration i kroppen
(Sjaastad et al. 2010). Forutom avgorande inverkan pa natrium-homeostas, &r
njurens hantering av natrium ocksd viktig av andra orsaker. Reabsorption av
natrium skapar en drivande kraft for reabsorption av substanser som till exempel
glukos, aminosyror, joner och vatten. Natrium &r dven kopplad till sekretion av
kalium och vétejoner (H*). Aldosteron ar den viktigaste faktorn i reglering av
natrium- och kaliumsekretion via urinen. En 6kad koncentration av aldosteron i
plasma Okar reabsorptionen av natrium och sekretionen av kalium (Sjaastad et al.
2010).

Klorid &r den vanligaste forekommande anjonen i den extracelluldra véatskan (Braun
& Lefebvre 2008). Andring i kloridkoncentration i plasma och eliminationen av
klorid via njuren sker vanligtvis samtidigt som natrium, bortsett fran nar det
forekommer syra-basrubbningar. Vid metabolisk acidos, utsondras bikarbonatjoner
via njuren i utbyte mot klorid via Na-beroende CI/HCOsz.-kanaler, varpa elimination
av klorid via urinen okar (Braun & Lefebvre 2008).

Analys och utvardering av natrium och klorid i urin kan vara anvandbar for diffe-
rentiering av hypovolemi och njurtubuli-dysfunktion hos patienter med azotemi
(Waldrop 2008). Hos djur med prerenal azotemi eller hypovolemi bor reabsorption
av natrium ske och FE av natrium vara lagt (Nelson & Couto 2014; Waldrop 2008).
Vid primdr azotemi orsakad av tubulér dysfunktion &r FE av natrium och klorid i
urin hogre an normalt. Hogt urin-natrium (U-natrium) kan dven ses vid andra
tillstand an vid akut tubular dysfunktion, till exempel vid postrenal azotemi,
hypotyroidism och hypoadrenokorticism (Waldrop 2008; Nelson & Couto 2014).
Lennon et al. (2008) har rapporterat resultat som tyder pa att U-natrium kan
anvéandas for att utesluta hypoadrenokorticism hos hundar med hyponatremi.
Hundar med hypoadrenokorticism har hdgre U-natrium &n hundar med hypo-
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natremi orsakad av icke-adrenal sjukdom. Falskt hogt U-natrium kan orsakas av en
defekt i natrium-reabsoptionen trots att hypovolemi foreligger. Falskt lagt U-
natrium kan i sin tur orsakas av diabetes insipidus pa grund av att urinen blir
utspadd. Det gor att U-natrium bor tolkas med forsiktighet (Waldrop 2008).

Kalium reabsorberas i proximala tubuli, Henles slynga, distala tubuli och medulléara
samlingsroren. Utsondringen sker i distala tubuli och i kortikala samlingsroren,
framfor allt nar hyperkalemi férekommer (Braun & Lefebvre 2008). Hos hundar
med akut njursjukdom i tidigt skede har det setts en 6kning av FE av kalium (Brown
et al. 2015). Dock minskar FE av kalium redan efter dag ett. | studien kunde det
inte ses nagon skillnad i FE av kalium mellan hundar som 6verlevde akut njur-
sjukdom och hundar som inte éverlevde (Brown et al. 2015).

Kalcium och fosfat i urin

Kalcium har flera viktiga roller i kroppen, bland annat for mineralisering av skelett,
blodkoagulation, neuromuskulér transmission och for att uppratthalla normal tonus
i skelett- och hjartmuskulatur (Sava et al. 2005). Ungefar 50 % av kalcium i plasma
ar bundet till proteiner och bara den andel kalcium som inte &r bundet till proteiner
filtreras genom glomeruli (Sjaastad et al. 2010). Kalcium reabsorberas framfor allt
I proximala tubuli och i Henles slynga (Braun & Lefebvre 2008). Parathyroidea-
hormon (PTH) stimulerar reabsorptionen och reducerar forlusten av kalcium via
urinen. Vanligtvis ar det endast 1-2 % av det kalcium som filtreras genom glome-
ruli som utsondras via urinen (Sjaastad et al. 2010).

Fosfat reabsorberas i proximala tubuli genom samtransport med natrium, som
inhibiteras av PTH, vilket leder till 6kad utséndring av fosfor (Braun & Lefebvre
2008). Vissa peptider kan ocksa minska tubular fosfat-reabsorption utan nagon
forandring av glukos- och aminosyra-reabsorption, vilket leder till 6kad utsondring
av fosfat via njuren (Braun & Lefebvre 2008). Vid kronisk njursjukdom leder
forlusten av njurvévnad till en minskning i GFR, vilket ger fosfatretention som gor
att urinutsondringen av fosfor minskar (Martorelli, et al. 2017). Fosfatretention och
ytterligare hyperfosfatemi ar associerad med utveckling av renal hyperpara-
tyroidism och sjukdomsprogression. Darfor &r évervakning av fraktionell utsond-
ring av fosfor en viktig del i den terapeutiska strategin for att undvika progression
av kronisk njursjukdom (Martorelli, et al. 2017).

Hallbarhet

Tidigare publicerade studier har undersokt hallbarhet hos U-kreatinin, UPC, U-
glukos, U-cystatin C och elektrolyter i urin. En studie utférd pa manniskor rappor-
terade att kreatininkoncentrationen i urin var stabil vid férvaring i rums-temperatur
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respektive 4 °C upp till 28 dagar (Spierto et al. 1997). Kreatinin tycks dock vara
stabilt vid langre forvaring i lagre temperatur. | -70 °C har det inte upptackts nagon
signifikant forandring av kreatinin i urin vid forvaring upp till 900 dagar (Parekh et
al. 2007).

Rossi et al. (2012) undersokte hur flera preanalytiska faktorer paverkade urin-
protein/kreatininkvot (UPC) i urin fran hundar. | studien férandrades UPC
signifikant efter 12 timmar i rumstemperatur, vilket framfor allt berodde pa att U-
proteinkoncentrationen fordndrades. U-kreatininkoncentrationen fordndrades inte
signifikant vid forvaring i rumstemperatur upp till 72 timmar. Under studien
observerades att U-proteinkoncentrationen 6kade signifikant efter 48 timmar vid
forvaring i rumstemperatur respektive efter en vecka i 4 °C. | urinprover analy-
serade efter en vecka respektive efter tva manader forvarade i -20 °C sags ett hogre
U-proteinvarde hos en del prover, men forandringen ansags inte vara viktig ur en
diagnostisk synvinkel. Dessutom kunde ingen signifikant forandring observeras
angaende UPC efter tre manaders forvaring i -20 °C. Av den orsaken blev slutsatsen
att urinprover ska analyseras for UPC sa snabbt som majligt (inom fyra timmar)
efter uppsamling av urin eller frysas ned for att 6ka stabiliteten och minska risken
for misstolkning (Rossi et al. 2012).

En liknande studie utférd av Moyle et al. (2018) undersokte hur preanalytiska
faktorer paverkade UPC i hundurin. Deras slutsats blev att urinprover kan forvaras
i rumstemperatur (~24 °C) i fyratimmar och -20 °C i 72 timmar med minimal effekt
pa UPC. Dock menar de att prover forvarade vid 4 °C dver 12 timmar ska tolkas
med forsiktighet, da forandringar observerats, men troligtvis var det inte kliniska
relevanta forandringar. Studien har dock inte undersokt vad som sker efter fyra
timmar i 24 °C, efter 12 timmar i 4 °C eller efter 72 timmar i -20 °C (Moyle et al.
2018).

En studie utford av Théron et al. (2017) menade att U-kreatinin, U-protein och UPC
inte paverkades av forvaring i rumstemperatur efter fem dagar. Dock observerades
att U-kreatininkoncentrationen forandrades olika vid forvaring i 4 °C beroende pa
om urinprovet kom fran hundar med proteinuri eller avsaknad av proteinuri. En
signifikant minskning (10 %) av U-kreatinin hos hundar med proteinuri sags efter
fem dagar vid forvaring i 4 °C. Hos hundar utan proteinuri sags daremot en okad
koncentration av U-kreatinin efter tva dagars forvaring i 4 °C. | samma studie
pavisade en signifikant minskning av U-proteinkoncentrationen fran hundar utan
proteinuri vid forvaring i 4 °C efter fem dagar samt efter forvaring i -20 °C och -80
°C i 6ver 15 dagar. Hos hundar med proteinuri observerades en signifikant
minskning av U-protein efter 180 dagar i -20 °C samt -80 °C, medan U-protein-
koncentrationen inte paverkades vid forvaring i 4 °C (Théron et al. 2017).
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Herrington et al. (2016) undersokte stabiliteten hos urin-albumin/kreatininkvot hos
manniska. Grénsen for minskad stabilitet i studien var £5 %. Resultaten visade att
urinprover samlade i behallare med konserveringsmedel som férvarades i 18 °C
eller lagre var hallbara i sju dagar. Om proverna forvarades mellan 18-30 °C bor
de analyseras inom tva dagar for att undvika preanalytiska fel. Prover som frystes i
-40 °C eller -80 °C i sex manader var ocksa lampliga att analysera (Herrington et
al. 2016).

En studie (Monti et al. 2012) utférd avseende cystatin C i hundurin observerade att
U-cystatin C &r stabilt i 72 timmar i rumstemperatur, en vecka i 4 °C, en manad i
-20 °C och tre manader i -80 °C (Monti et al. 2012). En annan studie (Lee et al.
2014) utford pa U-cystatin C hos rattor jamforde prover analyserade direkt efter
provtagningstillfallet med prover som forvarats i 20 °C, 4 °C och -70 °C under 6,
24 och 48 timmar samt vid 144 timmar (6 dagar). Studien rapporterade att U-
cystatin C var stabil efter 48 timmar vid forvaring i 20 °C, 4 °C och -70 °C. Efter 6
dagar minskade U-cystatin C signifikant vid férvaring i 20 °C, 4 °C och -70 °C,
jamfért med omedelbart efter provtagning. Studiens slutsats blev att urinprov bor
analyseras inom 48 timmar fran uppsamlingstillfallet, oavsett undersokta for-
varingstemperaturer (Lee et al. 2014). Andra studier utférda pa urin fran manniska
har indikerat pa att cystatin C var stabilt under en langre period. Dock har studierna
studier rapporterat olika resultat for hur lange ett prov var stabilt. | rumstemperatur
pavisade Suarez-Fernandez et al. (2019) att U-cystatin C minskade efter 10 dagar
medan Herget-Rosenthal et al. (2004) upptackte stabilitetsproblem redan efter tre
dagars forvaring. Herget-Rosenthal et al. (2004) rapporterade att U-cystatin C var
stabilt i sju dagar vid 4 °C forvaring, liknande resultat fick Ji et al. (2018) som
visade pa stabilitet i sex dagar. | frysforvaring (-20°C) fann Ji et al. (2018) stabilitet
i U-cystatin C efter 15 dagar, medan Suarez-Fernandez et al. (2019) rapporterat att
U-cystatin C var stabilt efter 34 dagar. Herget-Rosenthal et al. (2004) resultat
visade att U-cystatin C var stabilt i sju dagar, men minskade med 30,8 % efter
forvaring i 28 dagar i -20 °C.

Worth et al. (1980) har publicerat en studie som rapporterade att glukos var stabilt
i urin hos ménniska. Vid forvaring i rumstemperatur respektive 4 °C i sex veckor
pavisades ingen signifikant forandring av glukosnivan i urinproverna. | studien
anvandes en hexokinas-metod. En annan studie (Froom et al. 2000) pa humanurin,
dér stabiliteten hos olika urinanalyser undersoktes med dipstix visade att glukos var
stabilt i 24 timmar i 4 °C.

I en studie (Remer et al. 2014) undersoktes langtidsforvaring av urin fran barn
forvarad i -22 °C, dar de rapporterade att natrium, kalium och kalcium var nagra av
de parametrar som hade hdg stabilitet efter 15 ar. Mindre stabilt var klorid och fosfat
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(Remer et al. 2014). En studie (Soliman et al. 1986) redogjorde for att U-urea var
stabilt vid forvaring i -15 °C efter sju dagar.
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Material och metod

Studiedesign

| den initiala delen av studien ingick urin fran 5 stycken friska hundar, dar samtliga
djurdgare hade gett sitt medgivande till att hundarna inkluderades i studien.
Hundarna som inkluderades i studien rekryterades via personliga kontakter och
djuragaren fick fylla i ett formular med fragor kring hundarnas halsa. Eftersom
studien fokuserade pa hallbarhet och inte pa den diagnostiska roll de olika kemiska
variablerna har, samlades urinprov in oavsett hundens alder, kon och ras. Urin som
undersoktes var spontankastat morgonurin som djuragaren samlade sjélv fran sin
hund forsta dagen for studien. Minst 10 ml urin samlades i en plastbehallare.

Urinprovet centrifugerades (2100 x g i 10 min) och supernatanten éverfordes till
nytt provror och sedimentet kasserades. Proverna alikvoterades i eppendorfror,
marktes och analyserades dag 0. Eppendorfroren forvarades morkt i rumstempe-
ratur (~20-24 °C), i kyl (4 °C) och frys (-20 °C). Prover som forvarades i
rumstemperatur och i 4 °C analyserades dag 1, 2, 3, 4 och 7. Prover som forvarades
i -20 °C analyserades dag 7 och efter 33-49 dagar. De frysta och kylda proverna
nadde rumstemperatur innan analys utfordes.

For att vélja ut lampliga hundar till hallbarhetsstudien genomfordes en preprov-
tagning innan studiens borjan, dar djurdgaren samlade ca 10 ml spontankastad
morgonurin i ett provror. Specifik vikt analyserades med refraktometer (ATAGO
Master-URC/Na U.G.1.000-1.050, ATAGO co LTD, Tokyo, Japan). Specifik vikt
mellan 1,020-1,050 var kriteriet for att hunden skulle inkluderas i studien. Hundar
med lagre specifik vikt an 1,020 har utspadd urin, vilket kan leda till laga
koncentrationer av kemiska metaboliter som blir svara att analysera och tolka.

Prover

Proverna fran den initiala delen av studien alikvoterades i 18 eppendorfror per
hund. 14 eppendorfrér med 0,5 ml supernatant samt 4 eppendorfror med 0,380 ml.
Proverna marktes med en bokstav for respektive hund (A, B, C, D, E), samt 6
stycken R (rumstemperatur), 4 stycken RS (rumstemperatur surgjorda), 6 stycken
K (kyl) och 2 stycken F (frys) for respektive hund. Proverna forvarades enligt
foljande: F-ror placerades i -20 °C, K-roren placeras i kylskap (4 °C) och R-réren
forvarades morkt i rumstemperatur (~20-24 °C). En del av proverna surgjordes for
analys av kalcium och fosfat. Proverna surgjordes genom att 20 pL HCI (3,2 M)
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tillsattes till 0,380 ml supernatant minst 30 min fore analys, det gjorde att
spadningen pa proverna blev 1:20.

Studien kompletterades med 3 stycken patientprover (prov F-H), med hogre urin-
proteinvarden, som inkom till kliniska kemiska laboratoriet pa universitets-
djursjukhuset, Uppsala. Utifran tillganglig provvolym och veckodag som provet
ankom till laboratoriet sa kunde hela eller delar av studiedesignen genomforas
(tabell 1). En sista del av studien innefattade 4 stycken urinprover (prov I-L) fran
friska hundar, som rekryterades via personliga kontakter. Proverna analyserades
avseende U-Na, U-glukos, U-cystatin C och U-protein enligt studiedesignen. Dessa
prover kompletterade de analyser dar det var farre an 5 prover eller dar nagot av de
tidigare proverna tydligt avvek fran maonstret i hallbarhetsstudien.

Tabell 1. Beskrivning vilka dagar och temperaturer prov F-L analyserades.

Analyserade dagar och temperaturer for prov F-L

Prov | Antal Dag 1 Dag 2 Dag 3 Dag 4 Dag 7 3349
alikvoter dagar
Rumstemp
Rumstemp Rumstemp Rumstemp > .
i e 4°C 4°C 4°C - 4°C -20C
-20°C
G 5  Rumstem - - Rumstemp  Rumstemp ]
P P 200
Rumstemp
ol TR e 1
-20 °C
I 12 Rumstemp Rumstemp Rumstemp Rumstemp RuTitgmp ]
+e v +e e -20 °C
J 12 Rumstemp Rumstemp Rumstemp Rumstemp RUTitgmp _
+e v +e e -20 °C
K 12 Rumstemp Rumstemp, Rumstemp Rumstemp RuTitce;mp _
+e v +e e -20 °C
Rumstemp
Rumstemp  Rumstemp Rumstemp 4
L 12 0 ; > ) 4°C )
+e e +e -20 °C
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Analysmetoder

De kemiska urinvariablerna som analyserades var: kreatinin, cystatin C, urea,
glukos, protein, natrium (Na), kalium (K), klorid (Cl), kalcium (Ca) och fosfat (P).
Urinproverna analyserades med ett automatiserat biokemiinstrument, Architect
c4000 (Abbott Laboratories, Abbott Park, IL, USA) under september, oktober och
november 2020 pa klinisk kemiska laboratoriet pa Universitetsdjursjukhuset, SLU
Uppsala. Kreatinin, urea, glukos, protein, Ca och P analyserades med kemisk metod
(spektrofotometri) och elektrolyterna analyserade med jonspecifik elektrod, med
reagens fran Abbott Laboratories, medan cystatin C analyserades med immuno-
urbidometrisk metod fran Gentian AB (1509 Moss, Norway). Innan proverna
analyserades genomfordes kvalitetskontroll med tva kontrollprov, en kommersiell
urinkontroll, uTrol (Thermo scientific, Vantaa, Finland) och en egentillverkad
kontroll med fryst hundurin.

Statistik

Medianvérden beréknades och resultaten presenterades som procentuell forandring
over tid. For att korrigera for tillsatsen HCI (spadning 1:20) i de surgjorda proverna
multiplicerades resultatet med 1.05.
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Resultat

Initialt analyserades urin fran fem friska hundar. Nagra prover med mycket laga
koncentrationer av variabeln exkluderades ur studien (bilaga 1), eftersom véarden
under metodens matomrade inte lampar sig for studier av hallbarhet. Det ar normalt
med laga koncentrationer av protein och cystatin C i urin hos friska hundar, av den
orsaken var koncentrationen av protein och cystatin C lagt hos flera av hundarna
som initialt inkluderades till studien. Av den orsaken kompletterades studien med
tre stycken patientprover med avseende analys for U-protein och U-cystatin C. | en
sista del av studien inkluderades fyra stycken urinprover fran friska hundar for att
uppna tillrackligt manga prover for att studera hallbarheten &ven for U-cystatin C,
U-protein, U-glukos och U-natrium.

Sex variabler (U-kreatinin, U-urea, U-Na, U-K, U-CI, U-P) uppvisade god hallbar-
het vid alla undersokta temperaturer och alla analystillfallen. Alla provresultat lag
inom +10 % jamfort med dag 0, vilket beddms som godtagbart stabilt for kliniska
prover. | figur 1-3 visas forandring (median) som procentuell férandring jamfort
med dag 0. U-Na och U-CI hade en variation mellan £2 % (median -0,5 % till -1
%) i alla undersokta temperaturer. U-K hade hdgst en forandring pa -4 % (median
-1,1 %) i alla undersokta temperaturer. U-urea och U-P hade en variation mellan £6
% (median £4 %) i alla undersokta temperaturer. U-kreatinin hade som hogst en
forandring pa -7 % (median 5 %) efter sju dagars forvaring i rumstemperatur.

a) b)
U-kreatinin U-urea
— 80
E 8.0 % 60
S 60 g
g 40 g 4.0 4_’:
= 20 2 20 e AN
= 0,0 esmmnce — 00 @=z==="7" T (a' ‘\.
D 50 eIy 220 M A Y
S 40 Tl e T 40 .
5 60 5%
L 80 w 80
-10.0 -10,0
0 1 2 3 4 7 =30 0o 1 2 3 4 7T =30
Tid (dagar) Tid (dagar)

Figur 1. Procentuella forandringen &ver tid for a) U-kreatinin (n=5) och b) U-urea (n=5) vid
forvaring i rumstemperatur (rod linje), 4 °C (gul linje) och -20 °C (bla linje).
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Figur 2. Procentuella forandringen 6ver tid for a) U-kalium (n=5) och b) U-fosfat (n=4) vid
forvaring i rumstemperatur (réd linje), rumstemperatur surgjord (grén linje), 4 °C (gul linje) och
-20 °C (bla linje).
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Figur 3. Procentuella férandringen éver tid for a) U-natrium (n=5), (-20 °C 33-49d, n= 2) och b)
U-klorid (n=5) i forvaring i rumstemperatur (réd linje), 4 °C (gul linje) och -20 °C (bla linje).

De 6vriga metaboliterna hade mer varierande hallbarhet och dérfor visas diagram
for varje prov for respektive temperatur. Fargkoderna for proverna i figurerna éver-
ensstammer i alla diagram.

U-protein resultaten efter forvaring i rumstemperatur och 4 °C var inom £20 % de
forsta tva dagarna for alla prover, respektive inom +25 % de forsta fyra dagarna for
alla prover utom ett prov som steg med 60 % redan dag 3 (figur 4 och tabell 2).
Efter forvaring i -20 °C i sju respektive 33-49 dagar var det stor variation i hall-
barheten hos de olika proverna och U-proteinkoncentrationen i nagra prover
minskade kraftigt.
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Figur 4. Procentuella forandringen dver tid for U-protein vid a) forvaring i rumstemperatur (n=11)
b) férvaring i 4 °C (n=10) ¢) férvaring i — 20 °C (7 dagar n=11 och 33-49 d, n=6).

U-Cystatin C-koncentrationerna minskade i alla prover efter forvaring i rums-

temperatur och 4 °C. Efter en dags forvaring i rumstemperatur och 4 °C sjénk urin-
proverna som mest med 32 % (median 14%), sedan varierar proverna mellan 0 %
och -33 % forandring dag 2 till 7. Ett prov var under metodens matomrade (0,01
mg/L) for U-cystatin C dag 7. Efter forvaring i -20 °C i sju dagar sjonk proverna
maximalt -21 % (figur 5). Efter 33-49 dagar i -20 °C minskade U-cystatinkon-
centrationen kraftigt i samma prov dér &ven proteinkoncentrationen sjonk kraftigt.
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U-cystatin C i rumstemperatur
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Figur 5. Procentuella férandringen 6ver tid for U-cystatin C vid a) forvaring i rumstemperatur (n=>5)
b) férvaring i 4 °C (n=5) c) férvaring i -20 °C (7 dagar n=5 och 33-49 d, n=3).

U-glukos férandrades mindre an 10 % under de forsta fyra dagarna om provet
forvarades i 4 °C eller under hela studietiden i -20 °C. | rumstemperatur var daremot
hallbarheten for glukos i urin mycket varierande. Fyra prover var inom +10 % i sju
dagar, medan tre prover sjonk kraftigt efter 2, 4 respektive 7 dagar. Ett prov var
under metodens matomrade (0,05 mmol/L) fran dag tva till dag sju (figur 6).
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Figur 6. Procentuella férandringen dver tid for U-glukos vid a) férvaring i rumstemperatur (n=8)
b) férvaring i 4 °C (n=8) c) forvaring i -20 °C (7 dagar n=8 och 33-49 d, n=5).
I rumstemperatur forandrades U-kalcium inom £10 % efter sju dagars forvaring,
oavsett om proven var surgjorda eller inte. Proverna surgjordes for att I6sa upp
kalcium- och magnesiumutfallning som kan ske vid komplexbildning med anjoner
(exempelvis fosfat). Vid 4 °C forandras proverna inom +5 % fram till dag 3, da ett
prov avvek och fortsatte sjunka till -15% fram till dag 7. Under forvaring i -20 °C
minskade koncentrationen av kalcium i urin som mest med 42 % efter 7 dagar
respektive 57 % efter 33—49 dagars forvaring (figur 7).
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Figur 7. a) Procentuella férandringen (median) dver tid for U-kalcium vid férvaring i rumstemperatur,
icke-surgjord (rod linje) (n=4) och surgjord (gron linje) (n=4) b) Procentuella férandringen over tid vid

forvaring i 4 °C (n=4) c) forvaring i -20 °C (n=4).
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Tabell 2. Procentuell forandring (median) 6ver tid (dagar) fér U-protein, U-cystatin C, U-glukos och
U-kalcium (icke-surgjord) vid olika férvaringsforhallanden.

Férdndring i procent (median) vid olika temperaturer éver tid (dagar)

Rumstemperatur Kyl Frys
Dagar 1 2 3 4 7 1 2 3 4 7 7 3349
Protein -1 5 7 7 11 -2 -3 -1 -7 0 -5 -31
Cystatin C | -14  -16  -17 -8 -20 | -11  -13 -16 -12 -1 -13 -29
Ghikos 2 3 4 5 2 0 1 2 2 2 -1 1
Kalcium 2 1 2 3 2 2 1 1 0 0 -5 -45
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Diskussion

Forsenad analys i och med transport av prover till laboratorium kan leda till
felaktiga resultat om &mnet som ska analyseras inte ar stabilt, av den orsaken &r det
viktigt att undersoka vilken forandring som sker i provet ver tid. Forutom en del
hallbarhetsstudier avseende U-protein/kreatininkvot hos hund, finns det fa pub-
licerade studier som beskriver hallbarhet for kemiska variabler i urin och dessa
galler oftast urin fran manniska. Syftet med denna studie var att undersoka om det
sker en forandring som bedéms kunna dndra den kliniska tolkningen. Resultaten
presenterades som procentuell forandring éver tid och om férandringarna var inom
+10 % bedémdes variabeln vara godtagbart stabil for kliniska prover. Det ar en
stabilitetsgrans som har anvénts i tidigare studier om hallbarhet hos blodanalyser
(Livesey et al. 1980; Evans et al. 2001). Vid bedémning av forandringar utanfor
+10 % har Klinisk fragestallning och data pa biologisk variation ingatt i bedém-
ningen om forandringarna anses ha klinisk betydelse.

Alla elektrolyter (U-natrium, U-kalium och U-klorid) samt U-fosfat, U-kreatinin
och U-urea i denna studie hade liten procentuell fordndring 6ver tid i rumstempe-
ratur, 4 °C och -20 °C vid alla undersokta tidpunkter. Resultaten i den héar studien
tyder pa att alla dessa metaboliter var stabila i alla undersokta forvaringsfor-
hallanden.

U-kreatinin minskade i alla prover vid alla undersokta temperaturer éver tid, som
mest med -7 % (median -5 %) efter sju dagar i rumstemperatur. Forandringen var
mindre ndr urinproverna forvarats i 4 °C eller -20 °C i sju dagar respektive i 33-49
dagar. Spierto et al. (1997) rapporterade liknande resultat for kreatinin humanurin,
da U-kreatinin var stabilt vid forvaring i rumstemperatur respektive i 4 °C under 28
dagar. Rossi et al. (2012) analyserade sina prover endast tre dagar och Théron et al.
(2017) i fem dagar, men aven de resultaten visade att U-kreatinin inte fordndrades
signifikant i rumstemperatur, som ytterligare stodjer resultaten i den har studien.
Rossi et al. (2012) analyserade U-kreatinin efter tre manaders forvaring i -20 °C
utan signifikant forandring, det dverensstdammer med den hér studiens observa-
tioner. Théron et al. (2017) rapporterade en minskning av U-kreatinin fran hundar
med proteinuri vid forvaring i 4 °C efter fem dagar, medan hos hundar utan
proteinuri sags en signifikant 6kning av U-kreatinin vid forvaring i 4 °C efter endast
tva dagars forvaring. | var studie har det inte gjorts nagon uppdelning av hdga och
laga proteinvarden i urinen, men det finns inget i den har studien som tyder pa att
U-kreatinin skulle var mindre stabilt vid laga proteinvarden. U-kreatinin i var studie
var stabilt vid alla undersokta temperaturer vid alla analystillfallen. Den biologiska
variationen for U-kreatinin i Martenssons (2017) studie var betydligt hgre med
CV, 20,6 % och RCV 48,6 %.
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U-protein hade en foérandring inom +20 % de forsta tva dagarna i prover som
forvarades i rumstemperatur respektive 4 °C. De forsta fyra dagarna var for-
andringen inom +25 % for alla prover utom ett prov i rumstemperatur som steg med
60 % dag tre. Det provet som steg dag 3 hade en mycket lag koncentration av
protein i urinen dag 0. Prover som &r mycket utspadda och har laga urinprotein-
koncentrationer ger dkad analytisk variabilitet och kan leda till hogre procentuella
forandringar vid till exempel hallbarhetsstudier. Liknande monster kunde ses i en
studie av Théron et al. (2017), dar det observerades att hundar med proteinuri hade
mindre paverkan pa U-protein vid forvaring i 4 °C. Studien rapporterade att U-
protein i urin fran hundar utan proteinuri férandrades efter fem dagar i 4 °C, medan
U-protein i urin fran hundar med proteinuri inte paverkades av forvaring i 4 °C. De
kunde &ven se att U-protein var stabilt langre i frysférvaring om urinen kom fran
hundar med proteinuri. | var studie fanns dock andra prover med laga U-protein-
koncentrationer som inte hade samma kraftiga forandring, men det observerades att
prover med hogst proteinkoncentration hade en liten forandring, inom +11 % efter
sju dagars forvaring i rumstemperatur.

Vid studiens borjan fanns misstankar om att U-proteinkoncentrationen skulle
minska pa grund av denaturering av proteinerna, men istéllet okade U-protein hos
flera prover som forvarades i rumstemperatur i den hdr studien. Detta ar resultat
som bekraftas av studie fran Rossi et al. (2012) dar U-proteinkoncentrationen 6kade
over tid efter tva dagars forvaring i rumstemperatur. Aven Herrington et al. (2016)
observerade en ¢kning av U-albuminkoncentrationer hos en del prover efter tva
dagar i 18-30 °C forvaring. Liknande forandring observerades i var studie da U-
protein 6kade i alla prover utom i ett vid forvaring i rumstemperatur. Nagon direkt
forklaring till varfor det sker en 6kning av protein i urinen vid forvaring i rums-
temperatur finns i dagsléget inte. Rossi et al. (2012) diskuterar att 6kningen kan
bero pa dehydrering av proverna under forvaring eller narvaro av bakterie-
proteiner, vilket dock anses osannolikt. Viktigt att notera att Rossi et al. (2012)
anvant en annan metod an den som anvants i den har studien. Herrington et al.
(2016) tror att en mojlig forklaring till 6kningen av U-albumin hos en del prover
beror pa bakteriekontamination av provet som leder till en ¢kning av albumin i
urinprover.

Moyle et al. (2018) menar att urinprover kan forvaras i fyra timmar i rums-
temperatur utan att det ger klinisk relevanta forandringar pa UPC-kvoten. De har
dock inte undersokt vad som sker efter fyra timmar, vilket gor det svart att jamfora
med var studie da vi inte undersokt forandringar vid fyra timmar utan férsta matning
vid 24 timmar. Moyle et al. (2012) observerade att forandringar skedde vid for-
varing i 12 timmar vid 4 °C, man ansag att de inte var klinisk relevanta forandringar.
Vid forvaring i 4 °C i den hér studien skedde den storsta forandringen (-30 %) efter
fyra dagars forvaring, innan dag tre var fordndringen inom +20 %. Resultaten i den
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har studien tyder pa att forvaring av urinprover som avses att analyseras for U-
protein kan forvaras tva dagar i rumstemperatur och tre dagar i 4°C utan att det
namnvart paverkar den kliniska tolkningen. Efter tva dagar i rumstemperatur och
tre dagar i 4 °C é&r inte resultaten lika tillforlitliga pa grund av ett avvikande prov.
Nivan av forandringarna kan ocksa sattas i paritet med hur mycket U-protein
normalt varierar (biologisk variation) hos hund. Ett tidigare examensarbete
(Martensson 2017) har tagit fram varden for den biologiska och analytiska
variationen for U-protein och U-kreatinin. Martenssons (2017) studie anvander sig
av samma analysmetod i samma laboratorium som i den hér studien. Den analytiska
variationen ansags som liten for U-protein (5,6 %). For protein var CV, (variation
inom individen) 28,1 % och reference change value (RCV) 66,9 %. Ricos et al.
(1994) har rapporterat ett CV, pa 48 % for U-protein i urin hos manniskor. Att den
biologiska variationen &r storre i urin &n i blod beror pa att variablerna i urin
paverkas bland annat av hur utspadd urinen &r. Med tanke pa begransad hallbarhet
och stor biologisk variation bér sma férandringar i U-proteinkoncentrationen tolkas
med forsiktighet.

U-cystatin C-koncentrationen minskar redan efter en dags férvaring i rums-
temperatur och vid 4 °C. Resultaten i den har studien skiljer sig jamfort med tidigare
forskningsresultat, da Suarez-Fernandez et al. (2019) rapporterade betydligt langre
hallbarhetstid (10 dagar) for U-cystatin C hos manniskor i rumstemperatur, medan
Lee et al. (2014) rapporterade att U-cystatin C hos rattor var stabilt upp till sex
dagars forvaring i rumstemperatur. Monti et al. (2012) rapporterade stabilitet i tre
dagar for U-cystatin C i hundurin och dven Herget-Rosenthal et al. (2004) obser-
verade stabilitetsproblem efter tre dagar vid rumstemperatur i humanurin, vilket
anda var langre tid an vad som observerats i den har studien. Tidigare studier har
visat att U-cystatin C hos ménniskor var stabil i -20 °C i 15 dagar (Ji et al. 2018),
upp till 28 dagar (Herget-Rosenthal et al. 2004) och efter 34 dagar (Suarez-
Fernandez et al. 2019). Aven Monti et al. (2012) rapporterade stabilitet efter en
manad hos cystatin C i hundurin som forvarats i -20 °C. Resultaten i den har studien
avviker fran tidigare studier och har inte kunnat bevisa att cystatin C i hundurin var
stabilt vid forvaring i -20 °C. Efter sju dagar i -20 °C sjonk proverna maximalt -21
%. Efter 33-49 dagar analyserades endast tre prover, vilka varierar kraftigt i
forandring. Det gor det svart att tolka resultaten och hallbarheten for U-cystatin C i
hundurin vid -20 °C. Urinen kom framfor allt fran friska hundar i den har studien,
vilket gjorde att flera av variablerna hade laga koncentrationer och som namnts
tidigare leder det till kraftiga forandringar i procentandelar. Att det var fa antal
prover som forvarats i -20 °C gor att resultaten ska tolkas med forsiktighet. Fler
studier med fler antal prover med hogre koncentration av U-cystatin C i urinen hos
hund behovs for att kunna sakerstalla hallbarheten Gver tid.
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U-glukos i rumstemperatur hade mycket varierande hallbarhet, da tre prover
minskade kraftigt efter tva, fyra respektive sju dagar. Ett av dessa prover hade lag
koncentration av U-glukos och var under metodens matomrade dag sju. Resterande
fyra prover var stabila i sju dagar. Vid forvaring i 4 °C var U-glukos stabil i fyra
dagar och vid -20 °C under hela studietiden. Resultaten i den hér studien avviker
fran tidigare publicerad studie av Worth et al. (1980) som rapporterade hallbarhet i
sex veckor i humanurin vid forvaring i rumstemperatur och i 4 °C. Att U-glukos i
proverna sjonk kraftigt i den har studien beror troligtvis inte pa narvaro av celler
som forbrukar glukos, eftersom alla prover centrifugerades nar provet var férskt
och endast avseparerad supernatant forvarades och analyserades. Resultaten fran
den hér studien tyder pa att U-glukos helst bor analyseras inom 24 timmar vid
forvaring i rumstemperatur. Om provet forvarats i 4 °C har det langre hallbarhet
men bor analyseras inom fyra dagar. Om provet fryses ned till -20 °C kan analysen
ske efter 33-49 dagar utan att den kliniska tolkningen paverkas.

U-kalcium var stabilt i rumstemperatur i minst sju dagar, oavsett om proverna
surgjorts eller inte. Tidigare studier har visar att forsurning inte har nagon effekt pa
uppmatt U- (Sodi et al. 2009). I den har studien hade surgoring ingen paverkan pa
resultaten vid forvaring i rumstemperatur. | 4 °C forvaring var tre prover inom 5
% i sju dagar, medan ett prov sjonk under 10 % dag fyra. Proverna minskade som
mest med -16 %. Enligt en studie om biologisk variation hos manniskor (Gowans
& Fraser 1987) var CV, (variation inom individen) 31,4 % i urin. Sa sannolikt ar
hallbarheten acceptabel dven vid 4 °C efter sju dagar. Efter forvaring i -20 °C i sju
dagar hade proverna en stor variation i procentuell férandring. Efter 33-49 dagars
forvaring sjonk alla prover med mer &n 25 %. Resultaten tyder pa att U-Ca inte bor
frysas fore analys. Det avviker fran en tidigare publicerade studie (Remer et al.
2014) som rapporterat att U-Ca var en av de parametrar som hade hdg stabilitet i
humanurin efter forvaring i 15 ar i vid temperatur -22 °C.

Begransningar av studien inkluderar, som tidigare diskuterats, att urinprover som
har laga koncentrationer av kemiska metaboliter orsakar en 6kad storlek av den
analytiska variabiliteten och kan leda till stora procentuella férandringar vid
hallbarhetsstudier. Fler studier kravs for att kunna sékerstélla hallbarhet for de
variabler som har stora och framférallt varierande forandringar i denna studie.
Dessutom var det relativt fa prover som inkluderades i studien, vilket leder till att
en del variabler blev svara att bedoma. Ytterligare begransningar var analytiska fel
som kan uppsta med metoden och begransning i metodens matomrade. Preana-
Iytiska fel som exempelvis att prover blandas ihop eller olika personal som
analyserar prover ar mindre troliga, men majliga faktorer som kan paverka resul-
tatet.
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Sammanfattningsvis indikerar resultaten i studien pa att sju (U-kreatinin, U-urea,
U-Na, U-K, U-CI, U-P och U-Ca) av de tio utvérderade urinvariablerna var stabila
vid fOrvaring i rumstemperatur i minst fyra dagar, vilket innebdr att de vanligtvis
Kklarar transport till laboratorium utan kylférvaring.
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Tack

Stort tack till handledare Inger Lillieh6ok och bitr. handledare Anna Selin for
engagemang och god handledning under arbetets gang. Tack till personalen pa
klinisk kemiska laboratoriet vid Universitetsdjursjukhuset for analys av prover och
trevligt bemotande. Tack till alla som bidragit med urinprover fran sina hundar.
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Popularvetenskaplig sammanfattning

Urin innehaller mycket information om vad som sker i kroppen. For att kunna
upptacka olika sjukdomstillstand samlas ofta urinprov fran djur vid besok hos
veterinar. Okad forekomst av vissa biokemiska amnen, exempelvis cystatin C och
protein i urinen, kan tala for sjukdomar i njurar pa grund av lackage eller minskad
aterresorption i njuren. Vid diabetes mellitus ses ofta 6kad glukos i urinen, medan
brist pa hormonet aldosteron kan leda till férandrad utsondring av natrium i urin.
For att kompensera for att urin kan ha mycket varierande koncentration kvoteras
ofta koncentrationen av de olika biokemiska &mnena med urin-kreatinin.

For att kunna upptécka sjukdomar i urinvdgar men dven andra sjukdomar &r det
viktigt med en korrekt uppsamling, transport, provberedning och analys av urin-
prover. Vissa urinprover behover skickas till ett laboratorium for analys och det
sker ofta via post. Om &mnet som ska analyseras inte ar stabilt i den temperatur som
det skickas i, kan amnets koncentration forandras i urinprovet. Det medfor att
resultaten kan bli felaktiga, som sedan kan leda till felaktiga diagnoser. Darfor ville
vi undersoka hallbarheten hos tio olika biokemiska metaboliter i hundurin genom
att forvara hundurinprover i olika temperaturer och jamféra resultaten med kon-
centrationen néar provet var farskt.

De @mnen som undersoktes i urinen var: kreatinin, urea, glukos, cystatin C, protein,
natrium, kalium, klorid, kalcium och fosfat. | studien ingick 12 urinprover, varav
nio stycken kom fran friska hundar. Djuragaren samlade upp urin fran sin hund pa
morgonen dag O for studien. Studien kompletterades med tre stycken patientprover
fran hundar med hogre koncentrationer av vissa amnen, som inkommit till Univer-
sitetsdjursjukhuset Uppsala. Urinproverna analyserades avseende de tio bio-
kemiska amnena dag 0. Proverna delades upp i flera sma provror och forvarades
morkt i rumstemperatur (~20-24 °C), i kyl (4 °C) respektive i frys (-20 °C). Prover
som forvarades i rumstemperatur och i kyl analyserades efter 1, 2, 3, 4 och 7 dagar.
De prover som forvarades i frys analyserades efter 7 respektive 33—49 dagar.

Resultaten presenterades som procentuell forandring éver tid. Om forandringarna
var inom £10 % bedémdes amnet vara godtagbart stabilt for att kunna transporteras.
Vid bedémning av forandringar utanfor 10 % har data pa biologisk variation ingatt
i beddmningen om féréndringarna anses betydelse vid klinisk tolkning av resul-
taten.

Sex amnen (kreatinin, urea, natrium, kalium, klorid, fosfat) uppvisade god hall-
barhet i alla undersokta temperaturer vid alla analystillfallen, dvs alla prov-resultat
lag inom +10 % jamfort med dag 0. De 6vriga dmnena (glukos, cystatin C, protein
och kalcium) hade mer varierande hallbarhet. Urin-glukos forandrades mindre an
+10 % under de forsta fyra dagarna om provet forvaras i kyl eller under hela
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studietiden i frys, men hade samre hallbarhet i rumstemperatur. Urin-kalcium var
stabilt i fyra dagar vid forvaring i rumstemperatur eller kyl, men koncentrationen
sjonk vid forvaring i frys. Urin-protein och urin-cystatin C, som ofta forekommer i
lag koncentration i urinen, hade samre och mer varierande hallbarhet.

Begransningen i den har studien var att urinprover som innehaller laga kon-
centrationer av biokemiska amnen orsakar en storre analytisk variabilitet och som
kan leda till stora procentuella forandringar vid hallbarhetsstudier. Dessutom ar det
relativt fa prover som inkluderats i studien, vilket leder till att hallbarheten av en
del &mnen i urinen blev svar att bedéma. Sju (U-kreatinin, U-urea, U-natrium, U-
kalium, U-klorid, U-fosfat och U-kalcium) av de tio utvarderade urinvariablerna
var stabila vid forvaring i rumstemperatur i minst fyra dagar, vilket innebar att de
vanligtvis klarar transport till laboratorium.
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Bilaga 1

Tabell 3. Sammanstallning for samtliga koncentrationer av kemiska metaboliter i prover for dag 0 fér studien.
< = under metodens matomrade. Nedre matomrade for U-cystatin C var 0,01 mg/L, U-protein 0,03 g/L, U-Ca
0,5 mmol/L och U-Na 20 mmol/L.

Koncentration av kemiska metaboliter i prover dag 0 for studien

U-krea U-urea U-cyst U-Na U-K  U-CI U- U- U-P U-Ca
C glukos  protein

A 21380 1207,0 0,020 60 228 187 0,64 0,22 68,9 0,89
B 11473  1229,0 < < 94 101 0,39 0,09 449 0,95
C 9997 407,2 < 139 72 198 0,26 < 31,0 <
D 18092 11524 < 54 96 118 0,40 0,19 48,4 0,87
E 10197 7835 < < 113 110 0,28 0,04 374 1,03
F 0,015 31 0,58
G 63 1,02
H 0,723 328 2,00
| 0,21 0,15
J 0,52 0,12
K 0,033 0,70 0,24
L 0,043 0,23
Enhet umol/L mmol/L  mg/L  mmol/L mmol/L mmol/L mmol/L g/L mmol/L  mmol/L
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