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Erprobung von Methoden zur Sammlung
-und Konservierung von Urinproben
- fur die Labordiagnostik bei Urolithiasis

" Assay of Urine Collection and Preservation Methods in the Diagnosis of Urolithiasis

Andrea Jahnen, A. ClaRBen, A. Hesse

Experimentelle Urologie, Urologische Universitétsklinik Bonn

Zusammenfassung:

Zur Uberpriifung des Einflusses von Konservierung und Lagerung auf die MeBergebnisse der Zitronenséure-,
Calcium-, Oxalsédure- und Harnsaurebestimmung wurden 20 frisch gesammelte Urine in je vier Portionen un-
terteilt. Eine Portion blieb ohne Konservierung, der zweiten wurde 2%ige Borséure zugesetzt, der dritten
25%ige HCI und der vierten 5%iges Thymol in Isopropanol. Thymol erwies sich als geeignetes Konservie-
rungsmittel zur Vorlage in die SammelgeféBe, da die Substanz eine bakterielle Kontamination und den damit
verbundenen Citratverlust wirksam verhindert und zudem den pH-Wert des Urins nicht beeinfluSt. Kann ein
Urin nicht sofort nach dem Sammeln analysiert werden, miissen zur Stabilisierung der Calcium- und Oxal-
sdurewerte entsprechende Proben fiir diese Bestimmungen vor der Lagerung angeséuert werden (pH-Wert
< 1.5), fiir die Harnsdurebestimmung miissen die Proben alkalisiert werden. Hierdurch gehen auch nach dem
Auftauen alle gebildeten Kristalle wieder leicht in Lésung.

Schliisselwérter:
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Summary:

The influence of preservation and storage of urine samples on the results of citric acid, calcium, oxalic acid
and uric acid analysis was tested by dividing twenty fresh urine samples into four aliquots. The first aliquot
remains without preservation, the second one was treated with 2% boric acid, the third one with 25 % HCI
and the fourth one with 5% thymol in isopropanol. Thymol was proved to be suitable to add to the sampling
container, as this substance prevents bacterial contamination effectively and consequently, citric acid loss can
be avoided. Moreover urine pH-value isn't influenced by thymol in isopropanol. If analysis couldn’t be carried
out immediately after sampling aliquots for calcium and oxalic acid determination have to be acidified before
storage, these one for uric acid determination have to be aIkanzed. -With this methode all crystalls will be re-

solved completely after thawing.
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Einleitung

Im Rahmen der Labordiagnostik bei Urolithiasis nimmt
die Urinanalyse einen wichtigen Stellenwert ein. Die ex-
akte Bestimmung verschiedener steinrelevanter Substan-
zen im Urin ist zunéchst fiir eine’ Abklarung der Ursachen
des Harnsteinleidens, dann fiir die Beurteilung therapeu-
tischer und rezidivprophylaktischer MaBnahmen von Be-
deutung (1, 2). Bei jeder Harnanalyse ist jedoch zu be-
riicksichtigen, da3 die Ergebnisse von zahlreichen Fakto-
ren beeinflut werden konnen.

Die verschiedenen Analysemethoden selbst werden in zu-
nehmendem MaRe automatisiert, so daR Fehler bei den
Bestimmungen weitgehend ausgeschlossen werden.
Durch die Art der Probensammiung, der Konservierung

nisse und die Inhaltsstoffe des Urins so verdndert wer-
den, da die gemessenen Werte u, U. stark von der tat-
sachlichen Zusammensetzung des Urins abweichen.

und Aufbewahrung kénnen jedoch die Losungsverhalt-:

Zur nadheren Untersuchung des Einflusses der Konservie-
rung und Aufbewahrung auf die Ergebnisse der Calcium-,
Oxalsédure-, Harnsdure- und Zitronensaurebestimmung
wurden verschiedene Konservierungsmethoden mitein-
ander verglichen und die Proben frisch und nach vierwé-
chiger, " hypothermer Lagerung analysiert. Auf diese
Weise konnte ermittelt werden, wo bei routinemaRiger
Harnsammlung und -analyse die groRten Fehlerquellen
liegen, bzw. welches Verfahren die sichersten Ergebnisse
ermoglicht.

Material und Methode

Zwanzig frisch gesammelte Urine von je 800 ml Volumen
wurden zunichst zur Abklarung einer Bakteriurie mittels
Teststreifen (Combur®Test, Boehringer Mannheim) auf
Nitrit Gberprift {1. Nitrittest). AnschlieBend erfolgte die
Aufteilung jeder Probe in vier Portionen zu je 200 m! und,
bevor die pH-Werte gemessen wurden, die Zugabe fol-
gender Substanzen:
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1. Portion:
200 ml Urin + 5 ml H,0 (demin.) [ohne Konservierungl]

2. Portion:
200 ml Urin + 6 ml 2%ige Borsaure [Borséure]

3. Portion:
200 m! Urin + 5 ml 25%ige Salzsédure [HCI]

4, Portion:
200 ml Urin + 5 ml 1% Thymol in Isopropanol [Thymol]
= 1 ml 5% Thymol in Isopropanol)

Zur Simulierung der Bedingungen bei der Sammlung ei-
nes 24h-Urins war es erforderlich, die Portionen bis zur
weiteren Aufbereitung fiir 24 h bei Raumtemperatur (RT)
aufzubewahren. Nach erneuter Prifung auf Nitrit (2. Ni-
trittest) und einer zweiten pH-Messung erfolgte dann die
sofortige Bestimmung (1. Messung, ohne Lagerung) von:

Calcium (atomabsorptionsspektroskopisch) (3)
Oxalsaure (ionenchromatographisch) (4)
Harnséure (enzymatisch, Uricase) (5)
Zitronensdure (enzymatisch, Citrat-Lyase) (6)

Ein Teil jeder Portion wurde fir vier Wochen bei —18° C
gelagert, anschlieBend erfolgte die erneute Bestimmung
der MeRgrofien. Alle Analysen wurden jeweils nach sorg-
faltigem Aufschittein der Proben durchgefihrt. Auf Er-
warmen und langeres Rihren etc. wurde dagegen ver-
zichtet (7), da eine solche Probenaufbereitung nicht den
Verhéltnissen einer routinemé&Big durchgefiihrten Harn-
analyse entsprochen hatte.

Fir jede Konservierungsmethode wurden die Ergebnisse
der ersten Messung, unter Anwendung der einfaktoriel-
len Varianzanalyse nach Kruskal-Wallis, mit den Ergebnis-
sen der zweiten Messung verglichen und auf signifikante
Unterschiede Uberprift (p < 0.05). Diese Methode er-
moglichte die Beurteilung des Einflusses der Lagerung
auf die MeRergebnisse. Mit Hilfe des Paardifferenzentests
nach Wilcoxon, Mann & Whitney konnte der EinfluR
der verschiedenen Konservierungsmittel auf die MeRer-
- gebnisse ermittelt werden, indem die Mef3werte der ver-
schieden konservierten Portionen untereinander vergli-

Ergebnisse
pH-Wert

Nach Zugabe von Borsdure und Thymol konnte keine Be-
einflussung der pH-Werte der Urine beobachtet werden.
Die Werte lagen durchschnittlich bei 5.91 bzw. 5.93, dies
entsprach den pH-Werten der Portionen ohne Konservie-
rung. Durch den HCl-Zusatz wurden pH-Werte zwischen
0.9 und 1.69 (M = 1.39) eingestelit (Abb. 1, Tab. 1).
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Abb 1: pH-Wert in Urinproben ohne und mit unterschiedlichen
Konservierungsmitteln (M, n = 20) unmittelbar nach dem Sam-
meln (frisch) und nach 24 h bei Raumtemperatur.

Tab. 1: pH-Wert in Urinproben ohne und mit unterschiedlichen
Konservierungsmitteln (M [SEM], n = 20) unmittelbar nach dem
Sammeln (1. Wert) und nach 24 h bei Raumtemperatur (2. Wert)

NS . " ” ohne mit mit mit
chen und auf signifikante Unterschiede tiberpriift wurden Zusatz Borsiure HCI Thymol
(p < 0.05). i

1. Wert 5.91(.064) 5.91(.062) 1.39(.042) 5.93(.065)
2. Wert 5.85(.057) 5.82(.057) 1.37(.036) 5.92(.064)
3.0p
: —__ ohne LAGERUNG
...... nach 4 WOCHEN (hypotherm -18°C) Tab. 2: Citrat'-, Calcium-, Oxalat- und Harnséuregehalt (mmol/l,
2.5p M [SEM], n = 20) in Urinproben ohne und mit unterschiedlichen
E Konservierungsmitteln 24 h nach dem Sammeln (1. Wert) und
E nach vierwéchiger hypothermer Lagerung (2. Wert), * signifikant
2.0F A — zu 1. Wert (p < 0.05) -
o : -8.9% .
3 E : ohne mit mit mit
E X 55_ 20,17 Zusatz Borsaure HCI Thymol
E 2,12 : Citrat
E 1. Wert 1.749 (.165) 1.794 (.197) 2.053(.150) 2.038(.148)
1.0p 2. Wert 1.240 (.243)*1.423 (.271) 1.975(.151) 1.851 (.200)
E =1 =9 =13 =13
F nitritpositiv nitritpositiv nitritnegativ nitritnegativ
0.5F
E Calcium )
E 1. Wert 2.39(.232) 2.41(.236) 2.39(.227) 2.43(.238)
E 2. Wert 2.28(.235) 2.27(.230) 2.37(.244) 2.37(.230)
2 Bors et Thymol Oxalat
usa orsaure ymo 1. Wert 0.323 (.023) 0.330(.026) 0.350 (.025) 0.321 (.026)
Abb. 2: Citratgehalt (mmol/l, M) in nitritpositiven Urinproben 2. Wert 0.191 (.018)*0.199 (.017)* 0.358 (.028) 0.180 (.015)*
ohne Konservierung (n = 11) bzw. mit Borséurezusatz (n = 9) Harnsaure -
und in nitritnegativen Urinproben mit HCI- bzw. Thymolzusatz ’
= 1. Wert 2.61(.236) 2.57(.220) 2.45(.159) 2.59 (.214)
(n = 13) ohne Lagerung (24 h nach .dem Sammeln) und nach 2. Wert 213(181) 2.12(.184) 179 (115)* 2.14(197)

vierwdchiger hypothermer Lagerung.
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Nitritnachweis

Die Mehrzahl der Bakterien im Urin haben die Eigen-
schaft, Nitrat zu Nitrit zu reduzieren, so dal} eine Bakteri-
urie bzw. eine bakterielle Kontaminierung durch den
Nachweis von Nitrit angezeigt werden kann (8, 9). Der Ni-

. trittest dient daher zur Beurteilung der konservierenden

Wirkung der gepriiften Substanzen. 13 der insgesamt 20
Urinproben waren unmittelbar nach dem Sammeln steril
(1. Nitrittest negativ). Davon zeigten nach 24 h bei Raum-
temperatur 77 % der Portionen ohne Konservierung (n =
11) und 62% der Portionen mit Borsdurezusatz (n = 9)
eine positive Reaktion. Durch die Zugabe von Thymol
und HCI konnte dagegen bei allen sterilen Portionen (n =
13) eine bakterielle Kontaminierung verhindert werden.

Zitronenséure

In den Portionen ohne Konservierung (n = 11) und in de-
nen mit Borsdurezusatz (n = 9), die innerhalb von 24 h
bakteriell besiedelt worden waren, wurde bei der ersten
Messung zwischen 12 und 15% weniger Zitronenséaure
gemessen als in den mit Thymol oder HCI steril gehalte-
nen Portionen. Die Unterschiede waren statistisch signifi-
kant. Im Vergleich zur ersten Messung war der Zitronen-
siuregehalt der kontaminierten Portionen ohne Konser-
vierung nach der Lagerung signifikant um weitere 29,1 %,
in den Portionen mit Borsdure um weitere 20,7 % abge-
sunken. In den Portionen mit Thymo! wurden dagegen
nur um 8,9%, in den Portionen mit HCl um 3,8% niedri-
gere Werte gemessen als bei der ersten Messung (Abb.
2, Tab. 2). Diese Unterschiede waren nicht signifikant.

Calcium

Die Werte der ersten Bestimmung zeigten keine Unter-
schiede zwischen den verschieden behandelten Portio-
nen. Nach dem Auftauen nach vierwochiger Aufbewah-

rung lagen die Werte in den Portionen ohne Konservie-

rung um 4,6%, in denen mit Borsaurezusatz um 5,8%
niedriger als bei der ersten Messung, die Werte in den
Portionen mit Thymol sanken um 2,5%. Die Unterschiede
waren statistisch nicht signifikant. Bei Zusatz von HCI wa-
ren die Ergebnisse beider Messungen nahezu identisch
(Abb. 3, Tab. 2).

Oxalséure

Vergleichbar mit den Ergebnissen der Calciumbestim-
mung wurden bei der ersten Messung in allen Portionen
durchschnittlich die gleichen Oxalsduremengen ermittelt.
Nach der Lagerung konnten jedoch nur in den sauren
Portionen mit HCI unverénderte Oxalsdurewerte wieder-
gefunden werden. In allen anderen Portionen lagen die
MeRdaten signifikant um 40-44% niedriger als bei der
ersten Analyse (Abb. 4, Tab. 2).

Harnsédure

In den Portionen mit HCI-Zusatz lagen bereits die Werte
der ersten Messung deutlich niedriger als in den lbrigen
Portionen, die sich untereinander in ihrem Harnsaurege-
halt nicht unterschieden. Nach der Lagerung wurde in al-
len Portionen eine Reduzierung der Harns3urewerte fest-
gestellt. Die Abweichung zur ersten Messung betrug in
den sauren HCl-Portionen 27 %, in den Ubrigen ca. 18%
(Abb. 5, Tab. 2).
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Abb. 3: Calciumgehalt (mmol/l, M, n = 20) in Urinproben ohne
und mit unterschiedlichen Konservierungsmitteln ohne Lage-
rung (24 h nach dem Sammeln) und nach vierwdchiger hypo-
thermer Lagerung.
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Abb. 4: Oxalséuregehalt (mmoldl, M, n = 20} in Urinproben ohne
und mit unterschiedlichen Konservierungsmitteln ohne Lage-
rung (24 h nach dem Sammeln) und nach vierwdchiger hypo-
thermer Lagerung.
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Abb. 5: Harnséuregehalt (mmol/l, M, n = 20) Urinproben ohne
und mit unterschiedlichen Konservierungsmitteln ohne Lage-
rung (24 h nach dem Sammeln) und nach vierwdéchiger hypo-
thermer Lagerung.
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Diskussion

Wie die Untersuchungen gezeigt haben, ist eine ausrei-
chende Konservierung von Urinproben unbedingt erfor-
derlich, da es sonst zu einer bakteriellen Kontaminierung
kommen kann, bzw. eine bestehende Bakteriurie zu-
nimmt. Da Bakterien Citrat als Kohlenstoffquelle verwen-
den, ist bei hohem Bakterienbefall mit einem deutlichen
Citratabbau zu rechnen (10). Eine sekundére bakterielle
Besiedelung kann u. U. bereits wahrend des Sammelns
eines 24h-Urins auftreten, so dall das ausgewdhite Kon-
servierungsmittel in jedem Falle als Vorlage in das Sam-
melgefaR gegeben werden muB. Diese Vorgehensweise
ist insbesondere dann von Bedeutung, wenn der Urin im
Laufe der Sammelperiode nur bei Raumtemperatur auf-
bewahrt werden kann. Die Ergebnisse des Nitrittests und
der Citratbestimmung machen deutlich, da® Borsaure, in
der hier eingesetzten Konzentration, kein geeignetes Kon-
servierungsmittel ist. Mehr als die Halfte der anfinglich
sterilen Portionen war nach 24 h bakteriell kontaminiert,
nachdem Borsdure zugesetzt worden war. Thymol und
HCI verhindern dagegen wirksam eine bakterielle Besie-
delung und gewahrleisten so die Stabilitat des Citratge-
haltes. Selbst nach der Lagerung ist keine signifikante
Verinderung der Werte festzustellen, wahrend in den ni-
tritpositiven Portionen ohne Konservierung und mit Bor-
sdurezusatz gegeniber der ersten Messung Verluste bis
zu 30% auftreten. Die MefRRfehler nehmen in unkonser-
vierten Proben demnach im Verlauf der Lagerung zu (7).

Die Vorlage von HCI in die SammelgefédRe ist kritisch zu
betrachten, da mit dieser Methode der pH-Wert des Urins
nicht mehr feststellbar ist. In der Diagnostik liefert die
Messung des pH-Wertes jedoch wichtige Informationen
tiber die Loslichkeitsverhaltnisse im Urin. Bei Vorlage von’
HCI in die SammelgefaBe kann dieser Parameter nicht
mehr beurteilt werden. Aufgrund dieser Uberlegungen
stellt Thymol als Vorlage ein geeignetes Konservierungs-
mittel dar. Nach unseren Erfahrungen verhindern 10 mi
5%iges Thymol in Isopropanol auf 2 Liter Urin wirksam
eine bakterielle Kontaminierung und beeinflussen den
pH-Wert nicht. Nachteilig ist jedoch, da® mit dieser Me-
thode die Oxalsdurebestimmung nicht mit der Oxalatde-
carboxylase-Methode erfolgen kann, da Thymol die Wir-
kung des Enzyms hemmt (11).

Die fehlerhafte Messung der Oxalsdurekonzentration
kann verschiedene Ursachen haben. In Abhdngigkeit vom
pH-Wert des Urins kann es wahrend der Lagerung zu Ver-
anderungen des urspriinglichen Oxalsduregehalts kom-
men. Bei pH-Werten Gber 7 und groRen Mengen an As-
corbinsdure mufl mit einer drastischen Zunahme des
Oxalsduregehalts gerechnet werden, da es unter diesen
Bedingungen zur Oxidation der Ascorbinsdure zu Oxal-

sédure kommt (12, 13, 14, 15). Eine weitere Fehlerquelle

liegt im moglichen Auskristallisieren von Calciumoxalat,
was dazu fiihren kann, daB zu geringe Mengen an Cal-
cium und Oxalsdure erfallt werden. Die MeBergebnisse
nach vierwdchiger hypothermer Lagerung zeigen, daB3 in
den Portionen mit unverénderten pH-Werten deutlich
medngere Oxalsdurewerte gemessen werden als vor
dem Einfrieren. Demnach gehen ohne weitere Aufberei-
tung der Proben nicht mehr alle Calciumoxalatkristalle in
Losung.-Kann ein Urin nicht sofort nach dem Sammeln
analysiert werden, ist eine Stabilisierung der Calcium-
und Oxalsdurewerte nur zu erreichen, wenn der Urin auf
einen pH-Wert von < 1.5 eingestellt wird. Unter diesen
Bedingungen gehen alle Calciumoxalatkristalle auch
nach dem Auftauen wieder leicht in Losung. Ein Ansdu-
ern durch die Zugabe von HCl zu den flir die Calcium-
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und die Oxalsduremessung vorgesehenen Proben ist da-
her unerlaBlich.

Das umgekehrte Problem ergibt sich bei der Harnséure-
bestimmung. Da Harnséure bevorzugt im Sauren auskri-
stallisiert, werden in den mit HCl angeséduerten Portio-
nen, im Vergleich zu den (ibrigen, signifikant niedrigere
Harnsduregehalte festgestellt. Da zur vollstandigen Lé-
sung der Harns3urekristalle neutrale bzw. alkalische pH-
Werte erforderlich sind (16), werden die sichersten Ergeb-
nisse erzielt, wenn entsprechende Proben fiir die Harn-
sdurebestimmung vor der Lagerung alkalisiert werden
(7).

Die hier beschriebene Vorgehensweise:

— 5% Thymol in Isopropanol als Vorlage in die Sammel-
gefalle

~ Anséauerung aliquoter Mengen zur Calcium- und Oxal-
sdurebestimmung

— Alkalisierung aliquoter Mengen zur Harnsdurebestim-
mung

— Lagerung bei < —-18°C

ermdoglicht bei routineméaBigen Harnuntersuchungen zu-
verlassige MeRergebnisse. Veranderungen der tatsachli-
chen Harnzusammensetzung, die aufgrund der Aufbe-
wahrungs- und Verarbeitungsbedingungen auftreten kon-
nen, werden weitgehend vermieden, da fur den jeweili-
gen Parameter die gunstigsten Verhéaltnisse eingestellt
werden.
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kulturellen und biochemischen Verfahren beschrieben. ISBN 3-87409-006-X,
Die wichtigsten Daten von ca. 400 als Krankheitserreger DM 68,—

geltenden oder aus differentialdiagnostischen Griinden im "

Bereich der Humanmedizin interessierenden Bezug uber Verlag
Bakterienspezies sind in einem kompakten AbriR oder
zusammengefafit. Fachbuchhandlung

Der erste Teil des Buches informiert lber Gewinnung,
Transport und Verarbeitung von Untersuchungsmaterialien,
der Hauptteil enthalt sehr ausfihrlich kommentierte
Tabellen zur ldentifizierung der Mikroorganismen, und im
Anschlu3 daran werden die im Text erwdhnten Methoden
unter Angabe von Bezugsquellen fur notwendige Hilfsmittel
erlautert.

Das zum Gebrauch am Arbeitsplatz bestimmte Buch wendet
sich an Mikrobiologen, Hygieniker, Pharmazeuten,
medizinisch-technische Assistentinnen und alle diejenigen,
die routinemaRig bakteriologische Untersuchungen
durchfiuhren oder sich im Praktikum auf diese Tatigkeit
vorbereiten.

- =3 - - - - - - - - - - - - - -
An Verlag Kirchheim, KaiserstralRe 41, 6500 Mainz

Ich bestelle gegen Rechnung ......... Expl. Burger/Hussain:
Tabellen und Methoden zur med.-bakteriologischen Laborpraxis,
zum Preis von DM 68, —

Name/Praxis:

Strafle:

PLZ: Ort:

Datum:

Unterschrift:
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