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Zghnjéhrige Erfahrungen mit einer mikroskopisch-
. mikrochemischen Harnsteinkomponenten-Analyse

* Ten Year's Experiences with a Microscopic-Microchemical Method for Analysis of Compo-
.+ nents of Urinary Calculi

A. Bruckner, M. Moreth, Chr. Trendelenburg

Institut fir Laboratoriumsmedizin, Stadt. Kliniken Frankfurt am Main-Hochst

Zusammenfassung:

{Jm gine ggzielte Propﬁylaxe und Therapie der Urolithiasis zu erméglicherr und um die Rezidivrate zu senken,
IS{ die gendue K_enntms der Steinzusammensetzung erforderlich. Wegen des hohen Beschaffungspreises sind
Réntgendiffraktion und Infrarotspektroskopie nur wenigen Laboratorien vorbehalten, andererseits sollten un-

spezifisch-chemische Steinanalysenmethoden wegen deren geringeren Sensitivitat und Spezifitdt heute nicht
mehr angewendet werden.

In dieser Arbeit wird eine unter dem Mikroskop durchfihrbare Harnsteinkomponentenanalysenmethode (Har-
zalith) beschrieben. Es handelt sich um eine mikroskopisch-mikrochemische Harnsteinanalysenmethode. Sie
basiert auf der Auswertung mikroskopisch typischer, leicht einprigsamer Farbmuster, die sich je nach Stein-
zusammensetzung in charakteristischer Weise nach Zugabe des Steinmaterials zum Reagenz innerhalb von
Sekunden entwickeln.

Eine Bewertung der mikroskopisch-mikrochemischen Harnsteinkomponentenanalyse gegeniiber Rontgendif-
- fraktion, Infrarotspektroskopie und unspezifisch-chemischen Methoden erfolgt anhand von Ergebnissen aus
tber 10jéhriger eigener Anwendungserfahrung. '

Folgende Vorteile werden kurz dargestellt:
1. Es werden Steinkomponenten und nicht nur lonen erfal3t.
2. Es kénnen geringste Steinprobenmengen analysiert werden.

3. Die Ergebnisse der Methode hinsichtlich Richtigkeit, Sensitivitdt und Spezifitit sind in gleicher GréBenord-
nung wie die von Infrarotspektroskopie und Réntgendiffraktion.

4. Die Methode ist einfach zu erlernen, schnell, genau und von leichter Handhabung. Sie ist damit eine echte
Alternative gegentiiber den anderen apparativ-aufwendigen Harnsteinanalysenverfahren.

Schltisselwérter:

Harnsteinanalyse — Réntgendiffraktion — Infrarotspektroskopie — chemisches Harnsteinanalysenverfahren —
Harnsteinkomponenten — mikroskopisch-mikrochemisches Harnsteinanalysenverfahren — Farbmuster

Summary:

Accurate knowledge of the composition of urinary calculi is necessary for purposeful prophylaxis and the-
rapy of urolithiasis, and in order to reduce the rate of relapses. On account of the high acquisition price of
X-ray diffraction and infrared spectroscopy, only few laboratories can use these techniques. On the other
hand, unspecific chemical procedures for the analysis of urinary calculi are obsolet and should no longer be
used because of their low sensitivity and specificity.

In this publication we refer once more to a method of analysis urinary calculi under a microscop. The proce-
dure is a microscopical one. It is based on the evaluation of microscopically typical, easily remembered co-
lour patterns which — depending on the composition of the calculi — result within one minute after the addi-
tion of parts of the calculi to the reagent.

A comparison of the microscopical microchemical analysis of urinary calculi versus X-ray diffraction, infrared
spectroscopy and unspecific chemical methods is made by means of the results obtained from over 10 years
of our own application experience and by contrasting the resul‘s\of precision tests (i. e. ‘Ringversuche’) from
the past ten years.

The following advantages are particularly indicated:
1. Calculi constituents and not just ions are registered.
2. Minute quantities of calculi samples can be used.

3. The results of the method show the same degree.of correctness, sensitivity and specificity as those of in-
frared spectroscopy and X-ray diffraction.

4. The method is simple to learn, rapid, accurate and easily managed. It thus represents a genuine alterna-
tive to the methods of analysing urinary calculi which require more apparatus.
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Einleitung

Die Urolithiasis mit ihrer durchschnittlichen Prdvalenz
von 4% in der Bevdlkerung ist eine der wichtigsten Volks-
krankheiten (1, 2, 3). Um eine gezielte Prophylaxe und
Therapie zu ermdglichen und die Rezidivrate zu senken,
ist die genaue Kenntnis der Steinzusammensetzung er-
forderlich (4, 5). Wegen des hohen Kostenaufwandes an
analytischen Geréten sind die Rontgendiffraktion, die In-
frarotspektroskopie, die Raster-Elektronenmikroskopie
und die Polarisationsmikroskopie nur wenigen-Laborato-
rien vorbehalten. Als kostenglinstigere (und leider sehr
verbreitete) Alternative bleibt die unspezifische chemi-
sche Steinanalyse, die allerdings eine deutlich geringere
Sensitivitat und Spezifitat aufweist als die oben genann-
ten Untersuchungsarten, und die deshalb heute nicht
mehr verwendet werden sollte (4, 6).

Im folgenden wird eine unter dem Mikroskop durchfihr-
bare Harnsteinanalysenmethode vorgestellt, die gegen-
iber allen anderen Harnsteinanalysenverfahren Vorteile
aufweist:

— Es kénnen geringste Steinproben analysiert werden,
wobei nicht lonen, sondern Steinkomponenten erfaf3t
werden.

— Die beschriebene Methode ist fir Harnsteinkomponen-
ten spezifisch, einfach und schnell durchfihrbar.

~ Die Methode ist daher fiir alle Laboratorien eine echte
Alternative gegeniiber anderen aufwendigeren, teureren
oder chemischen Harnsteinanalysenverfahren. Fur Labo-
ratorien mit den oben erwdhnten Geréten ist die Me-
thode als Bestdtigungsanalyse sehr gut geeignet.

Die mikroskopisch-mikrochemische Harnsteinanalysen-
methode weist jedoch auch einige Einschrankungen auf.
So kénnen folgende Harnsteinsubstanzen nicht identifi-
ziert werden: Harnsaure-Dihydrat (wird als Harnsaure er-
faBt), Magnesiumhydrogenphosphat-Trihydrat, Magne-

sium-Ammoniumphosphat-Monohydrat. Auch Substan-

zen, die in Hinblick auf eine Harnsteinanalyse als Arte-
fakte bezeichnet werden miissen, kdnnen ebenfalls nicht
identifiziert werden: Kalziumkarbonat, Kalziumsulfat-Dihi-
drat, Siliziumdioxid sowie Medikamente.

Die im folgenden beschriebene Analysenmethode basiert
auf zwei Arbeiten von J. Vizkelety (7) und M. Berényi (8).
Unsere Arbeitsgruppe hat erstmals 1978 (9) und spéter.

1989 auf die unten erlduterte Analysenmethode hinge- .-

wiesen (10).

Material und Methoden

Seit Gber 10 Jahren wird die mikroskopisch-mikrochemi-
sche Harnsteinkomponentenanalysenmethode (MMHKA)
in unserem Labor in der in den o. g. Arbeiten beschriebe-
nen Form durchgefiihrt. Zwischenzeitlich ‘wurde die Rea-
genzienzusammensetzung geandert, zwei' neue Reagen-
zien hinzugefligt und damit die Empfindlichkeit und Zu-
verlassigkeit der Methode weiter erhéht. Sie wurde unter
dem Namen ,Harzaiith” in Ungarn patentiert und ist in-
zwischen auch in Deutschland im.Handel erhaltlich.

Unsere 10jahrigen Untersuchungsergebnisse wurden mit
den von uns selbst hergestellten Reagenzien ermittelt.
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Die detaillierten Durchfithrungs- und Auswertungsvor-
schriften fir die selbst erstellten Reagenzien finden sich
in unserer 1978 erschienenen Veroffentlichung (9).

Wir werden uns im folgenden auf die Beschreibung und
Durchfihrung mit dem nunmehr kommerziell erhaltli-
chen Harzalith-Reagenziensatz beschranken. Unsere ver-
gleichende Erprobung des Harzalith-Reagenziensatzes
mit unserer bisherigen Methode hat gezeigt, da sich
Durchfilihrung und Art der Auswertung nur unwesentlich
gedndert haben. Mit dem Harzalith-Reagenziensatz
konnte aber, wie bereits oben erwdhnt, die Empfindlich-
keit und Zuverldssigkeit der MMHKA weiter gesteigert
werden.

Gerdte

Lichtmikroskop
Porzellantiegel und Mérser

Chemikalien

Reagenziensatz Harzalith (Fa. Mecconti) mit allen ge-
brauchsfertigen Reagenzien und notwendigen Hilfsmit-
teln. (Der Inhalt der zur Analyse verwendeten Reagenzien
ist im Anhang angegeben.)

\_/orbéreitung zur Analyse

Zur Analyse werden die Basislosungen A1 und A2 des
sauren Reagenzes im Verhéltnis 1:1 sowie die Basislo-
sungen B1 und B2 des alkalischen Reagenzes ebenfalls
im Verhaltnis 1:1 in zwei getrennten Reagenzglasern (z.
B.: EppendorfgefdRie) zusammengemischt, die Reagenz-
glaser anschlieRend zentrifugiert und der jeweilige Uber-
stand als Gebrauchslésung fiir die Analyse eingesetzt
(Reagenz A und Reagenz B). Es ist streng darauf zu ach-
ten, dal} das saure Reagenz nicht mit Anteilen des basi-
schen Reagenzes vermischt wird (und-umgekehrt).

Die beiden fertigen Gebrauchslésungen sind im fertigen
Zustand nur wenige Tage haltbar. Sie sollten — wie bei
Qualitatskontrolle in der Klinischen Chemie (iblich — vor
jedem Gebrauch mittels eines Steinpulvers mit bekannter
Zusammensetzung auf ihre Gebrauchsfahigkeit Gberpriift
werden. Besonders geeignet hat sich Struvit als Kontroll-

material erwiesen. Ist die Reagenzienqualitat regelrecht,

zeigt Struvit im Auflicht eine rote Farbe.

Durg:hf[ihrung der Steinanalyse

Der zu untersuchende Stein wird zuerst makroskopisch
betrachtet. Durch vorsichtiges Mérsern werden Fraktio-
nen gewonnen, an deren Bruchflaichen Farbe, Kristall-
form und Schichtung.beurteilt werden. Der zentrale Teil
des Steins verdienst besondere Beachtung. Mit entspre-
chender Erfahrung ist bereits makroskopisch eine erste
Verdachtsdiagnose bezugllch der Steinkomponenten
méglich.

Aus zermérsertem Steinpulver (oder aus den makrosko-
pisch interessanten Bruchlinien) entnimmt man mit Hilfe
einer auf einen Holzstab aufgesteckten Kaniile eine ge-
ringe Menge der zu untersuchenden Substanz (1-10 Mi-

krogramm). Auf einen unter dem Mikroskop liegenden

[igace: s -..,
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Abb. 1: Calciumoxalat; Reagenz A: Schwalbenschwanzférmige
Gipskristalle am Tropfenrand.
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Abb. 3: Calciumoxalat-2-Hydrat (Weddellit); Reagenz B: Die vio-
lette Farbe des Reagenz wird in 10 Sekunden um den Stein
herum blau. Weddellit dhnelt zerbrochenem Fensterglas.

Abb. 5: Harnsdure; Reagenz B: An der Stelle des sich in einigen
Sekunden I6senden Steines und um ihn herum erscheint ein
brauner Prazipitationsfleck. Der Stein I6st sich nicht immer voll-
standig auf.

vorbereiteten Objekttrager gibt man zuerst einen Tropfen
des Reagenzes A, anschlieBend die oben erwéhnte kleine
Menge der zu untersuchenden Substanz.

Man beobachtet beim Blick durch das Mikroskop die auf
dem Objekttrager ablaufenden charakteristischen Farb-
veranderungen in unmittelbarer Umgebung des Steinma-
terials, welche typischerweise innerhalb von ca. 5 sec
nach Zugabe des Steinmaterials beginnen und sich inner-

: N

Abb.' 2 Calciumoxalat-1-Hydrat (Whewellit); Reagenz A: Whe-
wellit ist durch eine strahlenartig geschichtete Struktur gekenn-
zeichnet (400fache VergréBerung).

Abb. 4: Magnesiumammoniumphosphat-6-Hydrat (Struvit); Rea-
genz B1: In Reagenz B1 verféarbt sich der Stein blau. Bei der Auf-
nahme handelt es sich um einen Mischstein, der ca. 70 % Struvit
enthilt. ' :

Abb. 6: Natriumhydrogenurat; Reagenz B: Die Probe st sich
langsam, und es bildet sich ein kompakter, braun bis schwarz ge-

farbter Prazipitationsfleck.

\\

halb einer Minute entwickeln. Das gleiche wiederholt
man nacheinander mit einem weiteren Aliquot des zu un-
tersuchenden Steinmaterials mit einem Tropfen des Rea-
genzes B und — sofern notwendig (siehe Tab. 1) — auch
mit einem Tropfen des Reagenzes C und D. Die Beobach-
tung und Beurteilung von Farbverdanderungen und chemi-
schen Reaktionen erfolgt unter dem Mikroskop bei ca. 50-
bis 150facher VergréRerung, bevorzugt bei durchfallen-
dem Licht, gegebenenfalls auch bei Auflicht.
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Um die Methode zu erlernen, empfehlen wir, die Reak-
tion zundchst mit monomineralischen Steinen auszupro-
bieren, und zwar in der folgenden Reihenfolge: Harn-
séure, Cystin, Xanthin und erst danach mit komplexeren
Zusammensetzungen.

Fiur letztere ist folgendes Vorgehen sinnvoll: Oxalat,
Apatit, Struvit, Ammonium-Hydrogen-Urat, Natriumhydro-
genurat und erst dann die Analyse von Mischsteinen.

Abb. 7: Xanthin, Reagenz B: Die Probe Idst sich in wenigen Se-
kunden. Es bildet sich ein hellbrauner Prézipitationskreis
(braune Ringe).

Abb. 9: Cystin; Reagenz A: In 5 Sekunden erscheint ein brauner
kreisférmiger Prézipitationsfleck. Haufig erkennt man sechsek-
kige Cystinkristalle.

@ Einkosponentensteine
D Zve ikomponentensteine
B preikomponentensteine

B vierkoaponentensteine

Abb. 11: Komponentenverteilung (n = 1758).
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Ergebnisse

Die nachfolgend dargesteliten Ergebnisse beziehen sich
auf den Zeitraum 1977 bis 1988. Wihrend dieser Zeit-
spanne wurden 1772 in unser Laboratorium eingesandte
Harnsteine analysiert. Davon waren 14 (0,8%) Artefakte,
wie z. B, Wachs, Kieselsteine, Textilien u. &., so daB insge-
samt 1758 Steine ausgewertet werden konnten. Nur zwei
Steine konnten wegen zu geringer Materialmenge nicht
untersucht werden (0,001 %).

Abb. 8: 2,8-Dihydroxyadenin; Reagenz B: Die Probe Iést sich in
10 Sekunden auf. Es bildet sich ein doppelter brauner Fleck.

4

Abb. 10: Cystin; Reégenz B: Die Probe Iést sich sofort mit Gelb-
oder Rosaférbung. )

B richtig gefunden
B nicht gefunden

B falsch gefunden

. 92,86% 3
Abb. 12: Richtig gefundene, nicht gefundene und falsch gefun-
dene Hauptbestandteile: Ringversuchsergebnisse aus den Jah-
ren 1980 bis 1990 (n = 70).




e

B

Tab. 1: Reaktionen der Steinkomponenten in den vier verschiedenen Reagenzien der Harzalith-Methode (nach Berényi [8] und Bruck-
ner et al. [9], zusammengefalt fir die Arbeitsvorschrift von Harzalith [Fa. Mecconti])

Konkrement

Reagenz A

Reagenz B

Reagenz C

Reagenz D

Calciumoxalat-Monohydrat
{(Whewellit)

Calciumoxalat-Dihydrat
(Weddellit)

Erst keine Veranderung, nach 1-10
min erscheinen am Rande des
Tropfens rhombus-rhomboid- und
Schwalbenschwanzférmige
Gipskristalle. Whewellit ist durch
eine strahlenartig geschichtete
Struktur gekennzeichnet.

Weddellit ahnelt Glasscheibchen
mit abgesprungenen Oberflachen.
Sonst wie oben.

“Die lila Farbe des Reagenz wird in
10 sec um den Stein herum blau. -

Im Auflicht ist der Stein hellblau.

Wie oben.

Keine Veranderung.

Keine Veranderung.

Nach ca. 20 sec wachsen aus der
Probe dicke, nadelformige Kristalle
aus. Nach 2-3 min wandelt sich
die ganze Probe in solche Kristalle
um.

Wie oben.

Tertiare Ca-Phosphate:
(z. B. Whitlockit)

Calciumhydrogen-
phosphat-2-hydrat
(Brushit)

Magnesiumammonium-
phosphat-6-hydrat
(Struvit)

Die Probe wird sofort von
nadelformigen Sulfatkristallen
bedeckt und umrandet. Es bildet
sich ein kreisformiger
fleischfarbener Prazipitationsfleck”
mit standig zunehmendem
Durchmesser. .

Zur Unterscheidung zwischen
Dahllit, Hydroxylapatit und
Whitlockit sowie Brushit siehe noch
Tab. 2.

Die Probe wird sofort von
fleischfarbenen kreisformigen
Prézipitationen umrandet. Keine
Nadel- und Blasenbildung. In
Reagenz A2: nach 20 sec
rot-violette Prazipitation.

In 10 sec volistandige Losung, dann
erscheint ein fleischfarbener,
kreisformiger Prazipitationsfleck.

Keine Veranderung. Im Auflicht ist
der Stein lila bis blau.

Gleiche Veranderung wie bei
Oxalaten.

Um den Stein bildet sich ein brau-
ner, mit der Zeit dunkel werdender-
Prézipitationsring, der von losen
hellen Prazipitationen umrandet
wird. Im Auflicht ist das urspriing-
liche Muster rotbraun. Im Reagenz
B1: verfarbt sich der Stein blau.

Keine Veranderung.

Nach 30-40 sec wachsen viele
lange, braune nadelformige
Kristalle aus der Probe heraus.

Nach ca. 30 sec wachsen aus der
Probe groRe gelbe lanzettenfor-
mige Kristalle aus.

Die gelbe Farbe des Reagenz wird
um die Probe herum rosa.

Nach ca. 20 sec wachsen feine,
diinne, braunlich nadelfdrmige
Kristalle aus der Probe aus.

Keine Veranderung.

In 5-10 sec vollstandige Losung.

Harnsaure, Harnsaure-
dihydrat

Natriumhydrogenurat-
1-hydrat

Ammoniumhydrogenurat-
1-hydrat

Xanthin

2,8-Dihydroxyadenin

Keine Veranderung.

Die Probe ist schwarz, von einem
ganz schmalen Saum eines
braunen Prézipitats umgeben.

Die Probe ist schwarz, von einem
ganz schmalen Saum eines
braunen Prazipitats umgeben.

Keine Veranderung.

Keine Veranderung.

An der Stelle des sich in einigen
Sekunden lésenden Steines und
um ihn herum erscheint ein
intensiver, dunkelbrauner
Prazipitationsfleck.

Die Probe lost sich langsam und
es bildet sich ein kompakter, braun
bis schwarz gefarbter '
Prazipitationsfleck. Im Auflicht ist
der Rest der Probe blau oder weil3,
umgeben von einem blaulichen
Kreis.

Es bildet sich sofort ein
umfangreicher, sich verdunkelnder
orangenfarbener Fleck. Im Aufiicht
ist der Rest der Probe blau oder
weiB, umrundet von einem
blau-lila Ring und ganz auBen von
einem losen, silberfarbenen-
Prézipitat umgeben. .

Losung in einigen Sekunden. Es
bildet sich ein hellbrauner
Prézipitationskreis (braune Ringe).

Die Probe lést sich in 10 sec auf.
Es bildet sich ein doppelter
brauner Fleck.

Keine Veranderung

Keine Veranderung.

Keine Veranderung.

Keine Veranderung.

A-\\

Keine Veranderung.

Keine Veranderung

Keine Veranderung.

Keine Veranderung.

Keine Veranderung. Bei zu groBen
Xanthinmengen (mehr als 20 ug)
konnen binnen weniger Minuten
schwarze Korner entstehen.

Der Rand der Probe beginnt sich zu
l6sen, und nach ca. 5 sec entsteht
ein dunkelbrauner, massiver Fleck,
der auch nach volistandiger

Losung des Materials zuriickbleibt.

In § sec erscheint ein brauner
kreisformiger Prazipitationsfleck.
Kristaliform beachten!

Die Probe ldst sich sofort mit Gelb-
oder Rosafarbung. Nach 10 sec
erscheint ein bleicher hellbrauner
Prézipitationsfleck. '

Keine Veranderung.

Die Probe I0st sich unter
Blasenbildung. Innerhalb 5-10 sec
erscheint ein hellbrauner
grobkdrniger groBer, runder Fleck,
der spater grau wird.
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Tab. 2: Reaktionen der tertidren Ca-Phosphate im Reagenz A:
2ur Unterscheidung von verschiedenen, tertidren Ca-Phospha-
ten kann man ihre Reaktionen im sauren Reagenz A heranzie-
hen.

Diese Reaktionen sind: Eine sofortige Blasenbildung, die Entste-
hung nadelférmiger Kristalle (nach 1-3 sec) sowie die Bildung
eines fleischfarbenen Prézipitats (nach 3—6 sec).

Blasen- nadelformige fleischfarbenes
bildung Kristalle Prazipitat
Dahliit + + +
Hydroxylapatit - + +
und Whitlockit
Brushit - - +

Die Komponentenvielfalt in unserem Untersuchungsma-
terial zeigt Abbildung 11.

Die Haufigkeitsverteilung der chemischen Hauptgruppen
Calciumoxalat, Harnsdure, Phosphat und Cystin in den
Ein-, Zwei-, Drei- und Vierkomponentensteinen ist der Ta-
belle 3 zu entnehmen.

Ab Mérz 1980 bis Oktober 1980 nahmen wir an Ringver-
suchen, organisiert von Prof. Maurer aus Heilbronn und
ab Anfang 1981 an den Ringversuchen, organisiert von
der Deutschen Gesellschaft fiir Klinische Chemie, teil. Die
richtig, nicht oder falsch gefundenen Hauptbestandteile
mit MMHKA bei Ringversuchen zeigt die Abbildung 12.

Diskussion

Weliche Anforderungen an Spezifitdt und Sensitivitat
mussen an eine Harnstelnanalysenmethode gestellt wer-
den?

Die dem Kliniker bekannten Unterschiede hinsichtlich der
Therapie machen es erforderlich, daR zumindest fol-
gende Steinkomponenten bzw. Steinkomponetengrup-
pen von einer Harnsteinanalysenmethode erkannt wer-
den mussen:

1. Calciumoxalat als Monohydrat (Whewellit) und Dihy-
drat (Weddellit)
2. Harnséure (evtl. Harnsaure-Dihydrat)

Tab. 3: Prozentuale Verteilung der Komponenten in E/n- Zwei-
Drei- und Vierkomponentensteinen. N = 1758

Steinart Reihen-  Oxalate  Purine Phosphate Amino- Artefakte

folge der sauren

Kompo-

nenten
Einkom- 1 602 - 288 88 10 13
ponenten-
steine
N =399
Zweikom- 1 458 9,6 45 0,0 0,2
ponenten- 2 413 59 52,8 00 0,0
steine : )
N=1117
Dreikom- 1 179 20,3 618 00 0,0
ponenten- 2 29,0 15 59,5 00 0,0
steine 3 171 433 39,6 - 00 00
N=217
Vierkom- 1 0,0 120 88,0 0,0 00"
ponenten- 2 24,0 36,0 40,0 0,0 0,0
steine 3 40,0 280 28,0 40 0,0 -
N=25 4 20,0 36,0 44,0 0,0 0,0
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3. Mono- natriumurat—monohydrat und Mono-ammoni-

umurat

B-Trlcalclumphosphat (Whitlockit), Calciumhydrogen-

phosphat-Dihydrat (Brushit)

5. Carbonat-Apatit, Hydroxy-Apatit und Magnesiumam-
moniumphosphathexahydrat (Struvit) -

6. Xanthin

7. L-Cystin

8. 2,8-Dihydroxyadenin

&

Nach Asper (11) wird eine Harnsteinanalyse dann als kor-
rekt beurteilt, wenn als Hauptkomponente eine Verbin-
dung ausgegeben wird, die zur selben chemischen
Gruppe von Harnsteinsubstanzen gehért bzw. wenn es
sich um eine dhnliche Kategorie von Harnsteinen han-
delt, die mit gleicher Therapie angegangen wird. Die
MMHKA erkennt obige Komponenten ohne Schwierig-
keit. Es werden sogar jene Steinkomponenten erfafit, die
gelegentlich mit Réntgendiffraktion (RO) oder Infrarot-
spektroskopie (IR) Schwierigkeiten bereiten kénnen, wie
z. B. Ammoniumhydrogenurat, Natriumhydrogenurat,
Apatit oder Dihydroxy-Adenin. Selbst die Nicht-Harn-
steinsubstanz Cholesterin kann erkannt werden. Whewel-
lit und Weddellit kdnnen ohne weiteres voneinander un-
terschieden werden, dagegen ist eine Separation zwi-
schen Harnsdure und Harnsaure-Dihydrat nicht méglich.
Letzteres ist allerdings von untergeordneter Bedeutung,
da die Unterscheidung zwischen diesen Harnsteinsub-
stanzen zu keinen therapeutischen Konsequenzen fihrt.

Inwieweit eine quantitative Ergebnisangabe von Misch-

_steinen zu einer therapeutischen Konsequenz fiihrt, ist

umstritten, da der Kliniker seine Therapie bzw. seine
Empfehlungen fur eine Prophylaxe in erster Linie an der
im Mischstein vorkommenden Hauptsubstanz ausrichten
wird. Eine zweite, dritte oder gar .vierte Substanz im
Mischstein wird — wenn Uberhaupt — nur dann zur Varia-
tion der Therapie oder Prophylaxe fihren, wenn diese
Substanzen in einem nennenswerten Verhaltnis vorkom-

_ men. Wir erachten daher eine Sensitivitat fir das Erken-

nen von Harnsteinsubstanzen, wenn diese weniger als
20% des Gesamtharnsteinvolumens ausmachen, fur
praktisch nicht sinnvoll. In weniger als 13% aller von uns
untersuchten Steine fanden sich Polymineralsteine mit
drei Komponenten und in weniger als 1,5% der Steine
fanden sich vier I,(omponenten.

Andererseits darf eine Harnstein-Analysen-Methode eine
nicht vorhandene Substanz keinesfalls als im Harnstein
existent' oder gar als Hauptkomponente angeben, wie
das bei unspezifisch-chemischen Methoden in ca. 20%,

bei Infrarotspektroskopie in 3% und bei der Réntgendif--

fraktion in.bis zu 2% der Falle méglich ist (4, 5). Die Ring-
versuchsergebnisse bestatigen diese Forderung.

Bei der Auswertung von Harnsteinen nach den Hauptbe-
standteilen (s. Tab. 3) fanden wir bei 399 monominerali-
schen Steinen eine Héaufigkeitsverteilung, wie sie allge-
mein in der Literatur beschrieben wird (Calciumoxalate
74%—48 %, Phosphate 28%-11%, Harnsaure 20%-8%
und Cystin 3%—-1%) (12-18). Es ist allerdings als wahr-
scheinlich anzunehmen, daB die gefundene Haufigkeits-
verteilung der Harnsteinbestandteile nicht nur von den
Iokalen und epidemiologischen Besonderheiten im unter-
suchten Land, sondern auch von der zuz Untersuchung
verwendeten Methode abhéngt. So fand Gebhardt mit-
tels Réntgendiffraktion als Hauptbestandteil bei 4000
Harnsteinen :im Gebiet ‘der Bundesrepublik zu 65% Cal-
ciumoxalate, zu 21 % Phosphate, zu*13% Harnsdure und
zu 1% Cystin (13). Berényi (19) fand als Haupterprober
der MMHKA in Ungarn bei 2300 Harnsteinen zu 59 % Cal-




ciumoxalate, zu 14% Phosphate, zu 20% Harnsaure und
ebenfalls zu 1% Cystin. Wie ersichtlich, liegen wir mit un-
seren Ergebnissen in der Mitte zwischen den beiden letzt-
genannten Untersuchern, was damit erklart werden
kénnte, dal wir die Harnsteine von Patienten aus der
Bundesrepublik mittels MMHKA:Methode untersucht ha-
ben. (Eine Gewichtung der Einzelergebnisse, ermittelt
nach den verschiedenen Harnsteinuntersuchungsverfah-
ren, erfolgt in unserer in Vorbereitung befindlichen Verdf-
fentlichung (20).)

Mit der MMHKA haben wir bei allen in der Zeit zwischen
1980 und 1990 durchgefiihrten Ringversuchen die Haupt-
bestandteile bei natlrlichen Harnsteinsubstanzen richtig
gefunden. Bei den 5,7% nicht gefundenen Substanzen
(s. Abb. 12) handelte es sich um in natirlichem Steinma-
terial nicht vorkommende chemische Substanzen wie
Gips oder Calcit, bei der falsch gefundenen Substanz
(1,4%) um 2,8-Dihydroxyadenin (mit dem neuen und ver-
besserten Harzalith-Reagenziensatz wird auch 2,8-Dihy-
droxyadenin problemlos erkannt). Aber selbst mittels
Roéntgendiffraktion und Infrarotspektroskopie wurden von
den Ringversuchsteilnehmern Gips und Calcit nur in
63,6 % bzw. in 91,4 % der Félle richtig ermittelt.

Die MMHKA ist eine Methode, die auf die Analyse von
natirlich in Harnsteinen vorkommenden Substanzen aus-
gelegt ist und daher artefizielle Substanzen nicht erken-
nen kann. Auch kénnen als homogenisierte Pulver vorlie-
gende Substanzgemische bei der Beurteilung der Farbre-
aktion wegen des gleichzeitigen Ablaufens aller chemi-
schen Reaktionen und der dadurch tUberdeckenden Farb-
tone Schwierigkeiten bereiten. Dagegen kdnnen natirlich
vorkommende Steine (welche schalen- und stickchen-
weise untersucht werden) und Steinkrimel wegen der
nebeneinander ablaufenden chemischen Farbreaktionen
sicher beurteilt werden.

Der in den Ringversuchen indirekt durchgefiihrte Ver-
gleich zwischen MMHKA, Rontgendiffraktion und Infra-
rotspektroskopie zeigt, daR das analytische Ergebnis
gleichwertig mit der Rontgendiffraktion konkurrieren
kann, aber teilweise besser als das der Infrarotspektro-
skopie ist (10). Eine Arbeit mit direktem Vergleich zwi-
schen MMHKA, RO und IR anhand simultan analysierter
natirlicher Harnsteine ist in Vorbereitung (20).

Die MMHKA ist eine ,preiswerte” und ,schnelle” Me-
thode. Es gibt praktisch keine Geratekosten. Die Reagen-
zienkosten liegen — bei sparsamem Gebrauch durch den
gelibten Benutzer ~ bei ca. 1,50 DM pro Harnsteinana-
lyse. Eine komplette Analyse dauert fiir eine gelibte MTA
maximal 5 Minuten.

Zusammenfassend kénnen fiir die MMHKA folgende
prinzipielle Vorteile aufgefihrt werden:

1. Die Substanz wird unveréndert untersucht.

2. Es kdnnen geringste Steinproben (1-10 Mikrogramm)
analysiert werden.

3. Die Methode erfaf3t halbquantitativ Steinkomponen-
ten und nicht nur lonen.

4. Die Methode ist schnell, genau, preiswert, leicht zu er-
lernen und einfach durchzufihren.

5. Sensitivitat und Spezifitit liegen im Bereich von Rént-
gendiffraktion und Infrarotspektroskopie.

Die MMHKA stellt daher eine echte Alternative bzw. Er-
ganzung gegeniiber den anderen aufwendigeren, teure-
ren oder gar unspez.-chemischen Harnsteinanalysenver-
fahren dar und ist insbesondere fiir das ,kleine” Labor
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geeignet. Aber auch fiir Laboratorien mit aufwendigerer
apparativer Ausstattung wie RO und IR ist die MMHKA
als Bestatigungsanalyse bestens geeignet, da die Analy-
sen von Apatit, Ammonium- und Natriumhydrogenurat
oder Dihydroxy-Adenin bei letzteren Verfahren Schwierig-
keiten bereiten kdnnen, nicht jedoch mittels einer Ana-
lyse durch die MMHKA. Auch Harnsaurebeimischungen
von weniger als 5 bis 10% bei Calciumoxalat-Steinen
kdnnen leicht erkannt werden (6, 21).

Da mittlerweile aufgrund der besseren Verfligbarkeit eine
zunehmende Verbreitung der Methode zu verzeichnen ist,

erscheint ein gesonderter Methodenschllissel bei der
Durchfiihrung der Ringversuche wiinschenswert.

Nachtrag .
Da in gréBeren zeitlichen Abstanden bei Ringversuchen Gips als

Probe verwendet wird, haben wir eine orientierende Prifung der* -

Farbreaktion von Gips bei Anwendung der MMHKA-Methode
durchgefihrt.

Gips zeigt in den Reagenzien A und D keine, demgegeniber in
A2, B und C die fur Brushit charakteristischen Reaktionen.

Der Unterschied zu Brushit besteht also darin, da G|ps in A -
keine Reaktion zeigt.
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Anhang

Reagenzienzusammensetzung laut Firmenangabe:

Reagenz A1:  Quecksilber-ll-acetat
Schwefelsiure
H,0

Reagenz A2: Ammoniummolybdenat
Tris
Alizarinrot-S-Indikator
Xylenolorange-lndnkator

H,0

Reagenz B1:  Zinksulfat A
Natriumhydroxyd
2 4-D|hydroxy-4—n|troazobenzol
H,0

. .

Reagenz B2: * Kaliumbromid

. : Quecksilber-ll-jodid
Methyltimolblau-Indikator
H,0

Reagenz C: Diotilbarbiturséure
. _ Alizaringelb-R
Kresolrot-Indikator
Methanol
.Hzo

Reagenz D: Kresolrot-Indikator
G Quecksilber-ll-acetat
e Natriumlaurylsulfat
Schwefelsaure
Dimethylsulfoxid
N . H:0
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