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Kratak sadrzaj

Uvod. Posljednjih godina posvecuje se posebna paznja definisanju kriterijuma
za dijagnozu balkanske endemske nefropatije (BEN). Cilj rada je ispitivanje
senzitivnosti, specifi¢nosti i grani¢nih vrijednosti biomarkera koji se koriste
za dijagnozu BEN.

Metode. Ispitivanje je obuhvatilo 103 odrasle osobe podijeljene u dvije grupe:
1. grupa od 60 bolesnika sa BEN (35 muskaraca, starosti od 48 do 82 godine)
i 2. grupa od 43 zdrave osobe (23 muskarca, starosti od 23 do 78 godina).
Svim ispitanicima je pored detaljne anamneze uraden objektivni pregled,
laboratorijske analize seruma i urina, i pregled bubrega ultrazvukom. Pored
rutinskih laboratorijskih analiza uradeno je i mjerenje koncentracije albumina,
alfal-mikroglobulina i KIM-1 u urinu.

Rezultati. Bolesnici sa BEN bili su znacajno stariji, imali znacajno visi sis-
tolni i srednji krvni pritisak, nizu koncentraciju hemoglobina, manju ja¢inu
glomerulske filtracije (JGF) i tubulsku reapsorpciju fosfata od zdravih osoba.
Izluc¢ivanje alfal-mikroglobina (2,56 mg/mmol kreatinina vs. 0,09 mg/mmol
kreatinina; p=0,004), albumina (6,5 mg/mmol kreatinina vs. 1,87 mg/mmol
kreatinina; p=0,018) i proteina (26,7 mg/mmol kreatinina vs. 11,5 mg/mmol
kreatinina; p<0,0001) urinom bilo je znac¢ajno veée kod bolesnika sa BEN nego
kod zdravih osoba. Nije utvrdena statisticki znacajna razlika u ekskreciji KIM-1
izmedu dvije grupe. Duzina bubrega je bila znac¢ajno manja kod bolesnika sa
BEN nego kod zdravih osoba (97,8 mm vs.105,8 mm). Alfal-mikroglobulin u
urinu ima najvecu specifi¢nost (100%) i senzitivnost (81,1%) (grani¢na vrijed-
nost: 1,08 mg/mmol kreatinina) za razlikovanje BEN od zdravih. Logisticka
regresiona analiza je izdvojila proteinuriju i JGF kao znacajne prediktore za
dijagnozu BEN.

Zakljucak. Alfal-mikroglobulin u urinu ima pri grani¢noj vrijednosti od 1,08
mg/mmol kreatinina visoku senzitivnost i specifi¢nost za razlikovanje BEN
od zdravih osoba, pa se moZe smatrati optimalnim testom za dijagnozu BEN.

Kljuéne rijeéi: balkanska endemska nefropatija, biomarkeri, specifi¢nost,
senzitivnost

11



Biomedicinska istrazivanja 2016,7(1):11-20

Uvod

Balkanska endemska nefropatija (BEN) je po-
rodi¢no, hroni¢no, tubulointersticijsko obol-
jenje stanovnika ogranic¢enih regiona Balkana.
lako je prvi put opisana prije vise od pola vijeka
[1], o ovoj bolesti jos uvijek postoji nekoliko
nerjesenih pitanja. Jedno od njih su i dijag-
nosticki kriterijumi, koji do skora nisu bili ni
precizno definisani ni opste prihvaceni. Zbog
toga su u razlic¢itim studijama kori$ceni razliciti
kriterijumi, $to je otezavalo poredenje rezultata
istrazivanja [2-4]. Panel istrazivaca je 2007.
godine sistematizovao nova istrazivanja, pose-
bno nova dostignuca u dijagnostici bubreznih
bolesti i prikazao kriterijume za racionalnu
dijagnozu BEN i skrining BEN u endemskim
naseljima i porodicama oboljelih od BEN [5].
Tako su u tom radu opisane karakteristike po-
jedinih kriterijuma koji se koriste za dijagnozu
BEN, preporuke i algoritmi za dijagnozu bolesti
nisu precizno definisani. Nedavno su objav-
ljene preporuke za dijagnozu, klasifikaciju i
lije¢enje BEN koje su nastale kao rezultat rada
grupe istaknutih istrazivaca ove bolesti [6]. U
njima su precizno definisane preporuke i kriter-
ijumi za skrining i dijagnozu bolesti sa precizno
navedenim grani¢nim vrijednostima (cut-off
values) pojedinih biomarkera. Medutim, ove
grani¢ne vrijednosti su definisane na osnovu
relativno malog broja istrazivanja posvecenih
ispitivanju pouzdanosti pojedinih biomarkera
za dijagnozu BEN [7,8]. Pored toga, ovaj vodic¢
navodi kao jednu od preporuka za postavljanje
dijagnoze BEN iskljuc¢ivanje drugih bolesti
bubrega, $to ukazuje da sadasnji biomarkeri
nisu dovoljni za dijagnozu BEN. Zbog toga je
neophodno da se i dalje provjerava senzitivnost
i specifi¢nost pojedinih biomarkera za BEN i
da se traga za novim, pouzdanijim biomark-
erima bolesti.

Cilj rada je bio da se utvrdi senzitivnost,
specifi¢nost i grani¢na vrijednost pojedinih
biomarkera za dijagnozu BEN i ispita njihova
prediktivna vrijednost u razlikovanju bolesnika
sa BEN od zdravih osoba.

Metode rada

Ispitivanje je obuhvatilo 103 odrasle osobe
izdvojene tokom sistematskih pregleda stano-
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vnika sela opterecenih BEN u opstini Bijeljina, a
metodologija ovih pregleda detaljno je opisana
ranije [9]. Ispitanici su podijeljeni u dvije grupe:
1. grupa bolesnika sa BEN koju je ¢inilo 60
bolesnika, starih od 48 do 82 godine, od kojih
35 muskaraca; 2. grupa zdravih osoba koja se
sastojala od 43 osobe, 23 muskarca, starosti od
23 do 78 godina, a svi sa negativnom licnom
anamnezom o BEN, drugim bolestima bubrega
i hipertenziji, koji nisu koristili nikakve lijek-
ove, a objektivnim pregledom, laboratorijskim
analizama i ultrazvu¢nim pregledom bubrega
nije otkriven nijedan patoloski nalaz.

Svim ispitanicima je pored detaljne an-
amneze uraden objektivni pregled, laboratori-
jske analize seruma i urina, i pregled bubre-
ga ultrazvukom. Krvna slika je odredena na
hematoloskom automatskom broja¢u krvnih
elemenata, tipa Sysmex. Koncentracije glukoze
u serumu i koncentracije kreatinina, natrijuma i
fosfata u urinu odredivane su standardnim bi-
ohemijskim metodama na biohemijskom anal-
izatoru firme Abbott (Alcyon). Koncentracija
kreatinina u serumu mjerena je na Beckman
kreatinin Analyzer II (Brea, CA, USA) modif-
iciranom Jaffe metodom. Jacina glomerulske
filtracija (JGF) izrac¢unata je prema MDRD
formuli: JGF, mL/min /1,73 m2=186,3 x sCr
(mg/dL)""* x starost**® x 0,742 za Zene, gdje
je sCr koncentracija kreatinina u serumu [10].
Koncentracija proteina u urinu odredivana je
biuretskom metodom i prikazana kao mg pro-
teina/ mmol kreatinina (normalne vrijednosti
<20 mg/mmol kreatinina). Albumini u urinu
odredivani su fotometrijskom metodom sa
bromokrezol zelenim na analizatoru Olympus
AU 400 (Olympus Co. Ltd., Tokyo, Japan) (nor-
malne vrijednosti <2,5 mg/mmol kreatinina
za muskarce ili <3,5 mg/mmol kreatinina za
zene). Alfa-1 mikroglobulin u urinu je mjer-
en pomocu imunonefelometrijskog testa (BN
II nephelometer, Dade Behring) (normalna
vrijednost <1,5 mg/mmol kreatinina). KIM-1
(kidney injury molecule-1) u urinu odreden je
ELISA metodom (Aviscera Bioscience).

Ultrazvucni pregled bubrega je uradio
jedan ljekar (SM) s iskustvom u ultrazvu¢noj
dijagnostici sa sektorskom sondom 3,5 MHz.
Kranio-kaudalni dijametar svakog bubrega
mjeren je na presjeku koji je vizuelno procjenjen
da ima najvecu duzinu, a duzina bubrega je
izrazena u milimetrima. Srednja duzina bubre-
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ga bila je aritmeticka sredina duZzine desnog
i lijevog bubrega. Bubrezi manji od 100 mm
smatrani su smanjenim.

Dijagnoza BEN postavljena je pomocu sl-
jedecih kriterijuma: (1) zemljoradnici iz naselja
sa BEN, (2) pozitivna porodi¢na anamneza o
BEN, (3) proteinurija, (4) povecano izlucivanje
alfal-mikroglobulina, (5) anemija, (6) smanje-
na JGF, (7) simetri¢no smanjeni bubrezi [5,6].
Dijagnoza BEN je postavljena ako je pored dva
prva kriterijuma postojalo povecano izluc¢ivanje
alfal- mikroglobulina ili proteina urinom i bar
jo$ jedan od ostalih kriterijuma, a iskljucene
druge bolesti bubrega.

Anemija je definisana kao koncentracija
hemoglobina <130 g/L za muskarce i Zene u
postmenopauzi, kao i koncentracija hemoglo-
bina <120 g/L za Zene prije menopauze, kako
je predloZeno od strane Svjetske zdravstvene
organizacije [11].

Arterijska hipertenzija je dijagnostikovana
kada je sistolni krvni pritisak bio 2140 mmHg
i/ili dijastolni 290 mmHg, ili ako je bolesnik
lije¢en antihipertenzivima koje je prethodno
odredio ljekar.

Kontinuirana obiljeZzja sa normalnom
raspodjelom prikazana su aritmeti¢ckom sred-
inom i standardnom devijacijom, a ona sa asi-
metri¢nom raspodjelom kao medijana i opseg.
Kategoricka obiljezja prikazana su frekvenci-
jama i procentima. Ispitivanje znacajnosti
razlika u aritmeti¢kim sredinama, odnosno
medijanama, izmedu grupa vrseno je pomocu
Studentovog t-testa, odnosno Mann-Whitney U
test, a poredenje frekvencije pomocu x2-kvad-
rat testa. Dijagnosti¢ka vrijednost pojedinih
biomarkera ispitana je konstruisanjem ROC
krive i odredivanjem grani¢ne vrijednosti (cut-
off point), senzitivnosti i specifi¢nosti, kao i

Tabela 1. Osnovne karakteristike ispitanika

povrsine ispod ROC krive.

Starost bolesnika, srednji arterijski krvni
pritisak, koncentracija hemoglobina, glikem-
ija, koncentracija proteina, albumina i alfa-1
mikroglobulina u urinu, JGF, FENa, TRP i
srednja duzina bubrega su kombinovani kao
nezavisna obiljeZja u univarijantnoj logistickoj
regresionoj analizi. Pripadnost grupi je bilo
zavisno obiljeZje. Sva obiljezja za koje je uni-
varijantnom analizom pokazano da su znacajni
prediktori (p<0,1) kombinovana su potom u
multivarijantnoj logisti¢koj regresionoj ana-
lizi. Vrijednost p<0,05 smatrala se statisticki
znacajnom.

Za izra¢unavanja koriséeni su statisticki
paket programa SPSS Version 21.0 (IBM Corp.
Released 2012. IBM SPSS Statistics for Win-
dows, Version 21.0. Armonk, NY: IBM Corp.) i
MedCalc for Windows, version 12.5 (MedCalc
Software, Ostend, Belgium).

Rezultati

Osnovni podaci o bolesnicima prikazani su u
tabeli 1. Prosje¢na starost, sistolni i srednji krvni
pritisak bolesnika sa BEN bili su znac¢ajno veci
nego kod zdravih osoba kontrolne grupe. Pozi-
tivhu porodi¢nu anamnezu za BEN imali su
svibolesnici, a samo 32,6 % zdravih ispitanika.

Laboratorijske analize su pokazale da
bolesnici sa BEN imaju znac¢ajno manju JGF
i tubulsku reapsorpciju fosfata, a znac¢ajno
vecu ekskreciju proteina, albumina i al-
fal-mikroglobulina urinom. Takode, koncen-
tracija hemoglobina je bila znac¢ajno manja kod
bolesnika sa BEN nego kod zdravih. Duzina i
desnog i lijevog bubrega bolesnika sa BEN je
bila za oko 10 mm manja od duZzine bubrega

Bolesnici sa BEN Zdravi )

Pol, musgki/ zenski 35/25 23/20 0,590
Starost, godine 64,6 £9,6 50,9+12,1 <0,0001
Pozitivna porodi¢na anamneza o BEN 60 (100%) 14 (32,6%) 0,0001
Sistolni krvni pritisak, mmHg 146 + 14,8 131 +10,1 <0,0001
Dijastolni krvni pritisak, mmHg 88+9,9 85+9,3 0,118
MAP, mmHg 1074 £ 11,6 1009+ 9,9 0,0032
BMI, kg/m? 26,7+4,1 26,4+3,9 0,734

BEN - balkanska endemska nefropatija, MAP - srednji arterijski pritisak, BMI - indeks tjelesne mase
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Tabela 2. Rezultati laboratorijske analize seruma i urina i duzina bubrega bolesnika sa endemskom nefropatijom

i zdravih osoba

Bolesnici sa BEN Zdravi p

Hemoglobin, g/L 121,22+ 16.43 135,85 +17,98 <0,016
Glukoza, mmol/L 62 +2.2 6,023 0,999
Kreatinin, pmol/L 134,62 (46 - 713) 66,4 (40-103) <0,0001
JGF, mL/min/1,73m? 60,98+25,89 105,77+24,48 <0,0001
U-proteini, g/ mmol kreatinin 26,67 (1,14-375) 11,49 (2,0-47,9) <0,0001
U-albumini, mg/mmol kreatinin 6,50 (0,00-570,33) 1,87 (0,01-27,03) 0,018
U-alfal-MG, mg/mmol kreatinin 2,56 (0,12-70,63) 0,09 (0,01-1.08) 0,004
FENa, % 2,28+2,96 1,032+0,69 0,064
TRP, % 88,1 (54,3 -99,1) 91,6 (85,2- 96,9) 0,004
KIM-1, pg/mmol kreatinina 49,4 (1,22 - 485,5) 36,7 (14,6 - 149,2) 0,119
Duzina desnog bubrega, mm 97,75+13,00 105,82+8,40 0,007
Duzina lijevog bubrega, mm 103,60+11,12 114,70+9,22 <0,0001

Vrijednosti su prikazane kao aritmeticka sredina * standardna devijacija, odnosno medijana i opseg u zavisnosti od vrste promjen-
ljive. BEN - balkanska endemska nefropatija, U-alfal-MG - urinarni alfal-mikroglobulin, FENa - frakciona ekskrecija natrijuma,
TRP - tubulska reapsorpcija fosfata, KIM-1 - kidney injury molecule-1

zdravih osoba.

U tabeli 3 prikazana je specifi¢nost i sen-
zitivnost pojedinih biomarkera pri navedenoj
grani¢noj vrijednosti, kao i povrsina ispod
ROC krive u razlikovanju bolesnika sa BEN
od zdravih osoba.

U ovu analizu uvrsteni su oni biomarkeri
za koje su u prethodnim analizama dokazane
statisticki znacajne razlike izmedu grupa: ar-
terijski pritisak, urinarni protein, albumin i
alfal-mikroglobulin, JGF, tubulska reapsorpcija
fosfata, hemoglobin i duZina bubrega (uvrste-

na je srednja duzina bubrega izracunata kao
aritmeticka sredina duzina dva bubrega), kao i
frakciona ekskrecija natrijuma, iako nije dostig-
la statisticku znacajnost. Vidi se da najvecu
senzitivnost i specifi¢nost za razlikovanje BEN
od zdravih ima alfal-mikroglobulin koji pri
grani¢noj vrijednosti od 1,08 ima specifi¢nost
100%, a senzitivnost 81,1%. Povrsina ispod
krive (0,95) ukazuje da ¢e bolesnici sa BEN
imati 95% vece Sanse od zdravih da imaju
povisene vrijednosti alfal-mikroglobulina u
urinu. Kao $to se i o¢ekivalo, JGF ima visoku

Tabela 3. Specifi¢nost i senzitivnost biomarkera u razlikovanju balkanske endemske nefropatije od zdravih osoba

Grani¢na . o -, o, Povrsina ispod

vrijednost Specifi¢nost, % Senzitivnost, % krive (AUC) SE P
MAP, mmHg 93,33 46,9 92,6 0,68 006 0,005
U protein, L 19,56 93,0 67,8 0,84 0,04  <0,0001
mg/mmol kreatinin
Ualbumin, 16,8 95,5 31,5 0,62 0,08 0,056
mg/mmol kreatinin
UalfaIMG, 1,08 100 81,1 0,95 002  <0,0001
mg/mmol kreatinina
JGF, mL/min/1,73m?> 75,57 95,1 80,0 0,09 0,03  <0,0001
FENa, % 1,47 85,7 62,1 0,68 0,08 0,030
TRP, % 84,94 100 47,2 0,28 006 0,001
Hemoglobin, g/L 137 88,2 54,5 0,28 006 0,003
Srednja duzina 104 85 67,31 0,24 005  <0,0001

bubrega, mm

MAP - srednji arterijski pritisak, U alfal MG - urinarni alfal-mikroglobulin, JGF - ja¢ina glomerulske filtracije, FENa - frakciona

ekskrecija natrijuma, TRP - tubulska reapsorpcija fosfata
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Grafikon 1. ROC krive za alfal-mikroglobulin (lijevo) i protein (desno) u urinu u razlikovanju bolesnika sa endem-

skom nefropatijom i zdravih osoba

specifi¢nost i senzitivnost za razlikovanje bole-
snih od zdravih. Visoku specifi¢nost i nesto
niZzu senzitivnost ima i proteinurija i frakciona
ekskrecija natrijuma, dok mikroalbuminurija
i TRP imaju visoku specifi¢nost, ali malu sen-
zitivnost.

Koriste¢i univarijantnu/multivarijantnu
logisticku regresionu analizu ispitano je koji od
biomarkera znacajno razlikuju BEN od zdravih
osoba. Univarijantnom regresionom analizom
izdvojene su sljedece varijable kao prediktori za
dijagnozu BEN: sredniji arterijski pritisak, he-
moglobin, urinarni proteini i alfal-mikroglob-
ulin, JGF, TRP i prosje¢na duzina bubrega. Sve
ove varijable, osim alfal-mikroglobulinurije,
uvrstene su zatim u multivarijantnu regresionu
analizu. Alfal-mikroglobulin u urinu ima visok

interval povjerenja $to je posljedica njegove
kolinearnosti sa grupom bolesnika sa BEN, a to
je pokazala i specifi¢nost ovog biomarkera koja
je bila 100% i time dokazala njegovu visoku
pouzdanost. Pored toga, alfal-mikroglobulin
je kolinearan sa proteinima u urinu i JGF, pa
zbog svega toga nije uvrsten u multivarijantnu
regresionu analizu.

Multivarijantna regresiona analiza izd-
vojila je proteinuriju i JGF kao jedine neza-
visne promjenljive koje znacajno razlikuju
bolesnike sa BEN i zdrave osobe. Na osno-
vu svih ovih analiza moZze se zakljuciti da su
pored alfal-mikroglobulinurije, vie vrijednosti
proteinurije i niZe vrijednosti JGF pouzdani
biomarkeri za dijagnozu endemske nefropatije.

Tabela 5. Varijable izdvojene univarijantnom logistickom regresionom analizom kao znacajni prediktori za razlik-
ovanje bolesnika sa endemskom nefropatijom i zdravih osoba

Promjenljive b P OR 95% CI
Starost, godine 0,12 <0,0001 1,13 1,07-1,18
MAP, mmHg 0,05 0,017 1,05 1,00-1,09
Hemoglobin,g/1 -0,04 0,05 0,96 0,92-0,98
U-proteini, mg/mmol kreatinina 0,10 <0,0001 1,10 1,04-1,16
U-alfal-mikroglobulin, mg/mmol kreatinina 3,32 0,001 27.92 4,18-186,67
JGF, ml/min/1,73m? -0,07 <0,0001 0,92 0,90-0,96
TRP, % -0,16 0,002 0,84 0,76-0,94
Srednja duzina bubrega, mm -0,9 <0,0001 0,90 0,86-0,95

MAP - srednji arterijski pritisak, JGF - ja¢ina glomerulske filtracije, TRP - tubulska reapsorpcija fosfata
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Diskusija

Glavni cilj istrazivanja provedenih u ovom
radu bio je da se ispita senzitivnost i speci-
fi¢nost razlicitih biomarkera za dijagnozu BEN.
Studija je provedena analizom rezultata sis-
tematskih pregleda stanovnika sela sa BEN
opstine Bijeljina, a obuhvatila je 60 bolesnika
sa BEN i 43 zdrave osobe. Poredenje demo-
grafskih, klini¢kih, laboratorijskih i ultraz-
vucnih krakteristika ispitanika ove dvije grupe
je pokazalo da su bolesnici sa BEN znacajno
stariji, imaju znacajno visi sistolni krvni priti-
sak, nizu koncentraciju hemoglobina i manju
JGF i tubulsku reapsorpciju fosfata od zdravih
osoba. Analize urina su pokazale da bolesnici
sa BEN imaju vecu alfal-mikroglobinuriju,
albuminuriju i proteinuriju od zdravih oso-
ba. Nije utvrdena statisticki znacajna razlika
u ekskreciji KIM-1 izmedu grupe sa BEN i
grupe zdravih osoba. Bolesnici sa BEN imaju
statisti¢ki znacajno manju duzinu lijevog i
desnog bubrega u odnosu na zdrave osobe.
Ispitivanje specifi¢nosti i senzitivnosti obil-
jezja za koja je dokazana statisti¢ki znacajna
razlika izmedu grupa je pokazalo da najvecu
senzitivnost i specifi¢nost za razlikovanje BEN
od zdravih ima alfal-mikroglobulin u urinu
koji pri grani¢noj vrijednosti od 1,08 ima speci-
fi¢nost 100%, a senzitivnost 81,1%. Logisticka
regresiona analiza je izdvojila proteinuriju i
JGF kao znacajne prediktore BEN.

Svi bolesnici sa BEN imali su pozitivhu
porodi¢nu anamnezu za BEN, a samo 26,3%
od njih dalo je podatak licnom anamnezom
da boluju od bolesti bubrega. To ukazuje da
mnoge osobe iz endemskih porodica imaju ne-
otkrivenu BEN, sto namece potrebu da se prov-
jeri pouzdanost biomarkera koji ¢e omoguciti
dijagnozu BEN. Zbog toga je provjera speci-
fi¢nosti pojedinih biomarkera za dijagnozu
BEN odabrana za predmet naseg istrazivanja,
kao i nekoliko istrazivanja uradenih tokom
protekle decenije [7,8,12-14].

Niskomolekularna proteinurija se smatra
karakteristikom BEN [4-6], a u ovom radu je
ona provjeravana mjerenjem ekskrecije al-
fal-mikroglobulina urinom. Alfal-mikroglob-
ulin se u brojnim istrazivanjima pokazao kao
pouzdan marker ostecenja proksimalnih tubula
teskim metalima, ali i tubulskih ostecenja u
hipertenziji i dijabetesu [15-18]. Cvoriscec [19]
navodi da je kod 90% oboljelih od BEN i kod
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41,6 % sumnjivih slucajeva povecano izlucivanje
alfal-mikroglobulina nasuprot ispitanicima
iz kontrolnih grupa kod kojih je povecano
izlu¢ivanje alfal-mikroglobulina urinom doka-
zano kod 7,1-8,9%. Nase ispitivanje je pokazalo
da je ekskrecija alfal-mikroglobulina urinom
statistic¢ki znacajno veca kod bolesnika sa BEN
u odnosu na zdrave osobe i da je to najpou-
zdaniji biomarker za razlikovanje bolesnika sa
BEN od zdravih osoba. Povrsina ispod krive od
0,95 pokazuje da bolesnici sa BEN imaju 95%
vece Sanse od zdravih da imaju poviSene vrijed-
nosti alfal-mikroglobulina u urinu. Pukanovi¢
i sar. [7] su pokazali da se izmedu nekoliko
biomarkera tubulske disfunkcije (FENa, TRP,
glikozurija, alkalna fosfataza u urinu i specific-
na tezina urina) samo alfal-mikroglobulin po-
kazao kao znacajan nezavisni prediktor BEN.
Iako Stefanovi¢ i sar. [13] ukazuju da beta-2
mikroglobulin ima vecu senzitivnost i speci-
fi¢nost od alfal-mikroglobulina u razlikovanju
bolesnika sa BEN od zdravih, oba ova biomar-
kera su se u tom radu pokazala kao znacajni
prediktori BEN. Medutim, postoje razlike u
granicnoj vrijednosti alfal- mikroglobulina po
kojoj se najta¢nije razlikuje BEN od zdravih.
U nasem radu to je vrijednost od 1,08 mg/
mmol kreatinina, Stefanovic¢ i sar. [13] navode
slicnu vrijednost od 1,12 mg/mmol kreatinina,
Pukanoviéisar. [7] 1,37 mg/mmol kreatinina,
ali Dika [8] navodi vrijednost od 23,5 mg/g
kreatinina (2,66 mg/mmol kreatinina) koja se
preporucuje i u nedavnoj preporuci za dijag-
nozu BEN [6]. Iako se svi ovi autori slazu da
je alfal- mikroglobulin specifi¢an i senzitivan
biomarker za dijagnozu BEN, grani¢na vri-
jednost za razlikovanje bolesnika sa BEN od
zdravih zahtijeva dodatne provijere.
Albuminurija je u grupi sa BEN bila statis-
ticki znacajno veca od albuminurije zdravih
ispitanika. Postoji vise radova koji su pokazali
da je, pored povecanog izluc¢ivanja proteina
niske molekulske teZine karakteristi¢nog za
bolesnike sa BEN, albuminurija, takode, ¢est
nalaz kod ovih bolesnika [12,20,21]. To je vodilo
diskusiji o lokalizaciji lezije u BEN. Naime, ni-
sko molekularna proteinurija je znak tubulskog
ostecenja, a povecano izluc¢ivanje albumina
(MW 68 kDa ) ukazuje na povecanu propus-
tljivost glomerulske membrane. Da bi doprin-
ijeli poznavanju porijekla proteinurije kod
bolesnika sa BEN, Dukanovié i saradnici [12]
su nedavno ispitali ekskreciju alfal-mikroglob-
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ulina, albumina i IgG kod bolesnika sa BEN,
glomerulonefritisom i zdravih osoba. Pokazali
su da postoji negativna korelacija izmedu JGF
i ekskrecije ovih proteina, i da se njihov odnos
u urinu mijenja sa progresijom bolesti. Iako je
niskomolekularna proteinurija naj¢es¢i nalaz
kod bolesnika sa BEN, albuminurija je ¢esto
otkrivena kod bolesnika sa JGF ispod 60 ml/
min/1,73m2, ali i kod bolesnika sa normalnom
funkcijom bubrega. IgG je, takode, otkriven u
urinu bolesnika sa BEN i to sve ¢esc¢e kako je
bolest napredovala. To ukazuje da se sa pro-
gresijom BEN javlja i ostec¢enje glomerulskog
filtra, ali ostaje nejasno zasto se i kod nekih
bolesnika sa normalnom funkcijom bubrega
nalaze proteini vec¢e molekulske tezine. Nasi
rezultati, takode, pokazuju da je albuminurija
otkrivena kod 60% bolesnika sa BEN, a medu
njima su tri etvrtine imale JGF iznad 60 ml/
min/1,73m? Pojava albuminurije kod bole-
snika sa BEN, tubulointersticijskim oboljen-
jem, ne mora da bude posljedica povecane
propustljivosti glomerulskog filtra nego moze
biti posljedica smanjene reapsorpcije one male
koli¢ine albumina koji se normalno filtriraju u
glomerulu, a ne mogu ih reapsorbovati osteceni
tubuli. Ipak, porijeklo albumina, a posebno IgG
u urinu bolesnika sa BEN i normalnom funk-
cijom bubrega zahtijeva dodatna ispitivanja.
Posljednjih decenija postala je oc¢igledna po-
treba za novim biomarkerima o$tecenja prok-
simalnih tubula, jer je pokazano da promjene
u tubulointersticijumu znacajno doprinose
progresiji hroni¢ne bubrezne slabosti i vode
ka terminalnoj fazi bolesti [22,23]. Jedan od
ovih biomarkera je i molekul ostecenja bubrega
(engl. kidney injury molecule-1 -KIM-1), novi,
specifi¢ni biomarker za dijagnozu ranih tubul-
skih ostecenja koji se odreduje u tkivu bubrega,
aliiu urinu bolesnika. Ovaj transmembranski
tubulski protein sa nepoznatom funkcijom se
ne detektuje u zdravim bubrezima, ali je obil-
jezje skoro svih toksi¢nih i ishemic¢nih bolesti
bubrega. Nedavna istrazivanja su ukazala na
njegovu eventualnu patofiziolosku ulogu u
moduliranju tubulskog ostecenja i reparacije
[24]. Medutim, u nasem istrazivanju vecina
vrijednosti KIM-1 bila je ispod 150 pg/mmol
kreatinina i samo je poneka vrijednost u gru-
pi bolesnika sa BEN, ali ne i u grupi zdravih
osoba, bila iznad ove vrijednosti. Nije utvrdena
statisticki znacajna razlika u ekskreciji KIM-
1 izmedu grupe bolesnika sa BEN i grupe

zdravih osoba, pa KIM-1 ne bi mogao da bude
biomarker za rano otkrivanje BEN. Medutim,
analiza distribucija vrijednosti KIM-1 u ispiti-
vanim grupama je pokazala da je oko polovine
bolesnika sa BEN imalo KIM-1 iznad vrijed-
nosti medijane za KIM-1 kod zdravih osoba
[25]. Kako je ovo ispitivanje obuhvatilo mali
broj uzoraka urina, bilo bi neophodno da se
ova istrazivanja dopune. U literaturi nema
podataka o ekskreciji KIM-1 urinom kod bole-
snika sa BEN, pa nase rezultate ne mozemo da
uporedimo sa rezultatima drugih.

Smanjeni bubrezi kod bolesnika sa BEN
opisani su ve¢ u u prvim radovima o ovoj boles-
ti, a Danilovic [3] je smanjene bubrege svrstao
medu dijagnosticke kriterijume. Medutim,
smatralo se da se smanjenje bubrega javlja tek u
odmaklim stadijumima bolesti [26,27]. LeZaic¢ i
saradnici [28] su utvrdili da je veli¢ina bubrega
vec kod bolesnika sa BEN u prvom stadijumu
bolesti znac¢ajno manja nego kod zdravih oso-
ba podudarnih po polu i uzrastu. Dimitrov i
saradnici [2] su opisali manju duzinu bubrega
i irinu korteksa ¢ak i u potomaka bolesnika sa
BEN i time ukazali da proces smanjenja pocinje
rano, u predklinickom stadijumu bolesti. U
nasem radu duzina bubrega se pokazala kao
marker visoke specifi¢nosti (85%) i relativno
visoke senzitivnosti (67,3%), a ovi procenti su
nesto visi od onih koje navode drugi autori [7].
Pored toga, univarijantnom analizom je duzi-
na bubrega izdvojena kao znacajan prediktor
BEN.

Kao sto smo i oc¢ekivali, JGF je imala viso-
ku specifi¢nost i senzitivnost za razlikovanje
bolesnika sa BEN i zdravih. Visoku specifi¢nost
(93%) i nesto nizu senzitivnost (67,8 %) imala je
i proteinurija pri grani¢noj vrijednosti od 19,56
mg/mmol kreatinina, a povrsina ispod krive
ukazuje da ¢e bolesnici sa BEN imati 83,8% vece
Sanse od zdravih da imaju poviSene vrijednosti
proteina u urinu. To pokazuje da u terenskim
ispitivanjima u kojima nema moguc¢nosti da se
odreduje alfal-mikroglobulinurija, moZze se sa
nesto manjom pouzdanoséu koristiti proteinu-
rija. Za ostale biomarkere, ¢ije se srednje vrijed-
nosti znacajno razlikuju izmedu bolesnika sa
BEN i zdravih, ROC analiza nije dokazala da
mogu biti pouzdani u razlikovanju ove dvije
grupe ispitanika. Ove rezultate je potvrdila i
logisticka regresiona analiza. Multivarijant-
na logisticka regresiona analiza izdvojila je
proteinuriju i JGF kao nezavisne promjenljive
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koje znacajno razlikuju bolesnike sa BEN i
zdrave osobe, ali u ovu analizu nije uvrsten
alfal-mikroglobulin zbog njegove kolinearnosti
sa grupom bolesnika sa BEN, §to je pokazala
i specifi¢nost ovog biomarkera od 100%, kao
i zbog kolinearanosti sa proteinima u urinu
i JGF. No, na osnovu visoke specifi¢nosti al-
fal-mikroglobulina i rezultata multivarijantne
logisticke regresione analize moze se zakljuciti
da su alfal-mikroglobulinurija, proteinurija i
JGF pouzdani biomarkeri za razlikovanje bole-
snika sa BEN i zdravih osoba. Proteinurija i JGF
mogu se odrediti u svim ustanovama primarne
zdravstvene zastite, sto omogucava njihovu
primjenu u ranom otkrivanju BEN. Medutim,
alfal-mikroglobulin u urinu ne odreduju ustan-
ove primarne zdravstvene zastite, ali ni mnoge
ustanove sekundarne zdravstvene zastite. Bilo
bi neophodno da se u ustanovama sekundarne
zdravstvene zastite, koje se nalaze u zaristima
BEN, omoguci odredivanje alfal-mikroglobuli-
na u urinu, $to bi doprinijelo ranom otkrivanju
BEN i ta¢noj diferencijalnoj dijagnozi izmedu
BEN i drugih bolesti bubrega, a posebno dvije
veoma Ceste hroni¢ne bolesti bubrega, dijabe-
tesne nefropatije i nefroangioskleroze.
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Zakljucak

Bolesnici sa BEN su bili stariji i imali su veci
sistolni krvni pritisak od zdravih osoba. Ek-
skrecija proteina, albumina i alfal-mikroglobu-
lina urinom i frakciona ekskrecija natrijuma su
povecane, a JGF, tubulska reapsorpcija fosfata
i duzina bubrega smanjeni kod bolesnika sa
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Specificity and sensitivity of Balkan endemic nephropathy biomarkers
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Introduction. In recent years special attention has been paid to the definition of criteria for diagnosis
of Balkan endemic nephropathy (BEN). The aim of this study was to examine the specificity, sensitivity
and cut-off values of biomarkers used to diagnose BEN.

Methods. The study involved 105 adults allocated to two groups: (1) 60 patients with BEN (35 males,
aged 48 to 82 years) and (2) 43 healthy persons (23 males, aged 23 to 78 years). All participants gave their
medical history and were subjected to an objective examination, kidney ultrasound, and blood and urine
samples were taken for laboratory analysis.

Results. BEN patients were significantly older, had significantly higher systolic and mean blood pres-
sure, but lower hemoglobin levels, glomerular filtration rate (GFR) and tubular phosphate reabsorption
in comparison to the healthy individuals. Urinary excretion of alphal-microglobulin (2.56 mg/mmol
creatinine vs. 0.09 mg/mmol creatinine; p = 0.004), albumin (6.5 mg/mmol creatinine vs. 1.87 mg/mmol
creatinine; p = 0.018) and protein (26.7 mg/mmol creatinine vs. 11.5 mg/mmol creatinine; p <0.0001)
were significantly higher in BEN patients than in healthy individuals. No significant difference was found
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for urinary excretion of KIM-1 between the two groups. Kidney length was significantly shorter in BEN
patients than in healthy persons (97.8 mm vs.105.8 mm). Urinary alphal-microglobulin had the highest
specificity (100%) and sensitivity (81.1%) (cut-off value 1.08 mg/mmol creatinine) for differentiation
between BEN patients and healthy persons. Logistic regression analysis selected proteinuria and low
GEFR as significant predictors of BEN.

Conclusion. Urinary alphal-microglobulin at the cut-off value of 1.08 mg/mmol creatinine has high
specificity and sensitivity and can be considered as the optimal test for differentiation between BEN
patients and healthy persons.
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