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Das traditionelle Urinsedi­

ment ist seit Jahrzehnten

bekannt und wird in der

Praxis regelmässig zur Diag­

nosefindung angewendet.
Inzwischen machen auto­

matische Systeme eine Stan­
dardisierung der Zählung
von Zellen und Partikeln im

Urin möglich, die damit
schnell und präzise gemes­
sen werden können. Es

zeigt sich, dass es sinnvoll
ist, die automatische Parti­

kelzählung gleichzeitig mit
einem standardisierten

Zählkammersystem zu kom­
binieren, da es in gewissen
Fällen trotzdem noch nötig
ist, die Partikel mikrosko­

pisch nachzuprüfen. Somit

ist es möglich, die Standardi­

sierung der Partikelzählung
im Urin, sei es mit Automa­
tion und/oder mikro­

skopisch, in grossen sowie
auch in kleinen Laborato­

rien einzuführen.
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Einieitung
Das traditionelle mikroskopische Urinsedi­
ment wird heute noch weltweit für die Zäh­

lung von Zellen und Partikeln im Urin ver­
wendet. Es ist jedoch schon lange bekannt,
dass damit keine genauen Resultate erzielt
werden können, da die Arbeitsweise nicht
standardisiert ist. Eine Standardisierung der
Urinanalytik wurde schon in den internatio­
nalen Richtlinien von NCCLS1995 [1] und in

den Europäischen Richtlinien der Urinanaly­
tik 2000 [2] vorgeschlagen. Die Industrie hat
inzwischen Geräte (Durchfluss-Zytometer UF­
100 und UF-50, Video imaging IRIS) entwi­
ckelt, die verschiedene Partikel wie Erythro­
zyten (RBC), Leukozyten (WBC), Plattenepi­
thelien (EC) und Bakterien im Urin automa­
tisch zählen können. Damit diese neue Tech­

nologie in der Routine angewendet werden
kann, sind Vergleichsmessungen einerseits
mit einer Zählkammer und andererseits mit

dem traditionellen Urinsediment nötig. Trotz
Automation werden einige Urinproben noch
eine mikroskopische Bestätigung der maschi­
nell gezählten Partikel brauchen, da das Ge­
rät gewisse Bestandteile, wie pathologische
Zylinder oder dysmorphe (glomeruläre) RBC,
nicht eindeutig zuordnen kann. Esist deshalb
nötig, eine mikroskopische Methode einzu­
setzen, die die gleichen Resultate wie bei
einer automatischen Messung ergibt, damit
eine gleichzeitige Anwendung möglich ist.
Zudem haben kleinere Laboratorien nicht die

Möglichkeit, sich ein Gerät anzuschaffen und
benötigen daher eine Alternative. Aus die­
sem Grund wurde ein standardisiertes System
mit einer Zählkammer, die für den Einmalge­
brauch bestimmt ist, getestet.

Methode

Eswurden 268 Urinproben eines mitteIgros­
sen Akut-Spitals mit dem Durchfluss-Zytome­
ter UF-100 (Digitana, Horgen, CH), dem KO­
VA-Zählkammersystem (Axon Lab, Dättwil,

CH) und einem standardisierten klassischen
Urinsediment untersucht. Das UF-100 wurde

nach den Angaben des Herstellers bedient.
Die Resultate der Partikelzählung wurden in
Mikrolitern angegeben. Die KOVA-Zählkam­
mer wurde (Abbildung 1), wie in der Anlei­
tung beschrieben, eingesetzt [3]. Anstelle der
mitgelieferten Urinröhrchen des KOVA-Sys­
tems wurden konische 8-ml-Vacutainer-Röhr­

chen (BD, Allschwil) verwendet. Die Urinpro­
ben wurden 5 Min. bei 400g, nach den Anga­
ben internationaler Richtlinien, zentrifugiert
[1, 2]. Das Volumen wurde vor der Zentrifu­
gation und nach dem Dekantieren des Über­
standes gemessen. Ein Tropfen des aufge­
schwemmten Sedimentes wurde in eine

KOVA-Zählkammer gefüllt und nach 2-3 Min.
wurden die Zellen mit einer 400-fachen Ver­

grösserung gezählt und pro 1-11 umgerechnet.

n x VO/Sediment

Ze/lzah//j.l/ = VO/Kammer X VO/Röhrchen

wobei n die gezählten Zellen in 10 kleinen
Quadraten sind und VolKammerdessen Volu­
men ist (0,1111 1-11). VolRöhrchenund VOISediment
sind die Volumina vor und nach der Zentrifu­

gation.
Die Zylinder und andere Partikel wurden

mit einer 100-fachen Vergrösserung qualita­
tiv beurteilt. Das traditionelle Urinsediment

wurde unter standardisierten Bedingungen
vorbereitet, d. h., das Volumen wurde vor und
nach der Zentrifugation gemessen [4]. Ein
Tropfen des Sedimentes wurde auf einen Ob­
jektträger gegeben und mit einem 20x20mm­
Deckglas bedeckt. Die Zellen wurden pro Ge­
sichtsfeld (HPF) geschätzt und pro 1-11 umge­
rechnet [1].

n x Va/Sediment

Ze/lzahl/j.l/ =( VO/OeCkglas) X Va/RöhrchenHPFOeckglas

wobei n der Mittelwert der geschätzten Zell­

zahl pro HPF ist. HPFDeckglasist das Verhältnis
der Fläche des Deckglases und der Fläche

172 labmed Mai· Mai· Maggio' 2003



Abbildung 1: KOVA-System
mit (A) konischen 8-ml-Vacutai­

ner Röhrchen und Petter (spe­

zielle Pasteur-Pipette) und (B)

Kunststoffobjektträger mit 10
Zählkammern.

Resuttate

WBC/111(KOVA-System)

RBC/111(KOVA-System)

Abbildung 2: Deming Regressionsanalyse von (A)

RBC-+- und (B) WBC --0-- zwischen KOVA-System

und Durchfluss-Zytometrie UF-100. Eswurden 212 Re­

sultate für RBCund 241 für WBC in die Regression

eingeschlossen. Regressionsparameter für RBCsind:
y = 1,16x + 4,3, r = 0,966; und für WBe: y = 1,50x + 4,4,

r = 0,935.

eines Gesichtsfeldes, d. h. (20 mm)2hr

(0,175 mm)2. VolDeckglasist das Volumen unter
dem Deckglas (20 ~I).

Die Resultate der drei Methoden wurden

miteinander verglichen. Zusätzlich wurde die
Präzision der beiden quantitativen Methoden
untersucht, indem je 3-5 Proben mit tiefer,
mittlerer und hoher Anzahl von Erythrozyten
(RBC)und Leukozyten (WBC)je 5 Mal gezählt
wurden.

0,88 (0,02)

-1,25 (1,58)

0,951

1,15 (0,04)

-1,75 (1,70)
0,887

SedimentJUF-100

Tabelle 1: Deming Regressions­

analyse von RBC mit 212, WBC

mit 241 und ECmit 46 Urinpro­
ben. Standardabweichungen

der Steigung und des Achsenab­

standes ist in Klammern darge­
stellt.

KOVNUF-100

1,16 (0,02)

+4,3 (1,26)

0,966

1,50 (0,04)

+4,4 (1,39)
0,935

1,26 (0,09)

-1,9 (3,22)

0,902

Steigung
Achsenabstand

Korrelation

Steigung
Achsenabstand

Korrelation

Steigung
Achsenabstand

Korrelation

WBC

EC

RBC

Präzision
Mit dem Durchfluss-Zytometer wurden Varia­
tionskoeffizienten (VK) von 10% und mit dem
KOVA-System 15%, bei Zellzahlen an und
oberhalb der Entscheidungsgrenze (cut-off)
von 20 Zellen/~I ermittelt (Abbildung 3).

Vergleich Durchfluss-Zytometer UF-l00,
KOVA-System,Sedimentanalyse
252 Urinproben wurden mittels der Deming
Regressionsanalyse [5]. einem gewichteten
Berechnungsmodell, miteinander verglichen.
Die Korrelation (r) zwischen Durchfluss-Zyto­
meter und KOVA-System war r 0,966 für RBC,
0,935 für WBC und 0,902 für Plattenepithe­
lien (EC)(Abbildung 2 und Tabelle 1). Da zwi­
schen den beiden Systemen Abweichungen
von der Achse 0 und der Steigung 1 vorhan­
den sind, ist es jedoch unabdingbar, Konver­
sionsfaktoren einzuführen, um die beiden

Systeme einander anzupassen. Dies ist vor al­
lem dann nötig, falls beide Methoden gleich­
zeitig verwendet werden und die allgemein
gültigen Referenzwerte (Tabelle 2) übernom­
men werden [6].

Das unter standardisierter Bedingung
vorbereitete traditionelle Urinsediment [4]

wurde mit dem UF-100 verglichen. Die Volu­
mina wurden vor und nach der Zentrifugation
genau gemessen und daraus die Werte pro
HPFin ~I umgerechnet. Unter diesen exakten
Bedingungen wurden ähnliche Ergebnisse
wie mit dem Durchfluss-Zytometer und dem
KOVA-System erhalten. Die Korrelation be­
trug r 0,951 für RBCund 0,887 für WBC.
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Erythrozyten 2,6/1-1113,9/1-11<20/1-11

Leukozyten

2,8/1-1115,7/1-11<20/1-11

Plattenepithelien

2,0/1-118,9/1-11<10/1-11 (Kontamination)

Zylinder

0,1/1-111,66/1-11hyaline Zylinder <1,5/1-11;

pathologische Zylinder <0,5/1-11Coliforme Bakterien

37,9/1-11173,4/1-11Kleine (z. B. E. coli) und grosse Bakterien:

(grosse >2 I-Im)

total <3 <2000/1-11, 'i' <300011-111

Cocciforme Bakterien
>2500/1-11

oder hinweisend:

(kleine <2/I-1m)

Bakterien> 1800/1-11 und Leukozyten >4511-11

Leitfähigkeit

16,07,0-27,67-28 mSlcm

Abbildung 3: Präzision von (A)
RBC und (B) WBC mit UF-100

-+- und KOVA-System --0--.
Mit dem UF-100 wurden die

Proben je 3-5 Mal gemessen

und jeweils 5 Mal in der KOVA­

Zählkammer gezählt.

Tabelle 2: Referenzwerte wur­

den in einer Multizentrumsstu­

die in der Schweiz [6] mit dem

Durchfluss-Zytometer UF-100,
unter standardisierten prä-ana­

lytischen Bedingungen, erho­
ben.
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Die Präzision von Tag zu Tag mit Latex­
partikeln ergab einen VK für RBCvon 4,' %
und für WBC 2,8% bei Mittelwerten von

'95/~1 mit dem Durchfluss-Zytometer.

Mikroskopische Bestätigung der
Resultate des Durchfluss-Zytometers
DasDurchfluss-Zytometer UFo'00 ist in der La­
ge, RBC,WBC, ECund Bakterien auszuzählen.
Eine hohe Anzahl von Kristallen, Hefezellen

und Spermien können jedoch die korrekte
Zuordnung der RBCstören. Pathologische Zy­
linder und kleine Rundzellen (SRC),oft Tubu­

lusepithelien, werden vom Gerät ohne ge­
nauere Einteilung erkannt. Die vom Gerät an­
gezeigten dysmorphen RBCmüssen im Allge­
meinen mikroskopisch bestätigt werden.

Damit jene Proben selektioniert werden,
die mit dem Mikroskop unbedingt überprüft
werden müssen, wurden bestimmte Kriterien

erarbeitet, die eine solche Entscheidung zu­
lassen. Dabei ist eine möglichst hohe Sensiti­
vität und Spezifität erwünscht, damit einer­
seits nicht unnötig mikroskopisch gezählt
wird und andererseits keine wichtigen Parti-

97.5% Cut-off [7]
Percentile

kel verpasst werden. Aus diesem Grund wur­
de ein allgemein gültiger Algorithmus (Abbil­
dung 4) aus den 252 Urin proben, die mitein­
ander verglichen wurden, erstellt, um eine
positive Selektion der Proben vorzunehmen
[7]. Dieser Algorithmus vergleicht die Resulta­
te von Blut und Leukozyten-Esterase aus dem
Teststreifen mit der Anzahl von RBCund WBC

im Durchfluss-Zytometer. Zudem werden
Grenzwerte für Kristalle, Hefezellen und

Spermien angegeben, da bei höheren Werten
mit einem Einfluss auf die Resultate gerech­
net werden muss. Pathologische Zylinder,
SRC,dysmorphe RBC und abnorme Scatter­
gramme werden zusätzlich berücksichtigt .

Mit dem von uns erstellten Algorithmus
benötigten 66,7% der Proben keine mikros­
kopische Überprüfung, da die Resultate des
Durchfluss-Zytometers mit den mikroskopi­
schen Werten in der KOVA-Zählkammer und

dem standardisierten Urinsediment gut über­
einstimmten (Abbildung 5). In 33,3% der Fäl­
le zeigte sich, dasseine mikroskopische Bestä­
tigung vonnöten war. In 9,' % der Proben
fanden sich eine hohe Anzahl Kristalle, Hefe­

zellen, Spermien, oder pathologische Parti­
kel, wie Zellzylinder oder Tubulusepithelien,
wurden angezeigt. Diese Partikel konnten je­
doch nur teilweise mikroskopisch bestätigt
werden, hingegen wurden RBCund WBC je­
weils korrekt gezählt.

Bei '2,3 % der Proben gab esfür RBC,und
seltener RBCund WBC zusammen, eine inkor­

rekte Zuordnung dieser Zellen. In allen diesen
Fällen gaben ein zum Teststreifen nicht pas­
sendes Resultat oder eine hohe Anzahl Kri­

stalle, Hefezellen oder Spermien oder ein ab­
normes Scattergramm und andere Hinweise
des Gerätes Anlass, diese Proben zu überprü­
fen und die Zellzahl im Mikroskop neu auszu­
zählen. Mittels den gezielt eingesetzten Kri­
terien (Abbildung 4) konnten alle Proben ent­
deckt werden, die einer mikroskopischen
Überprüfung unbedingt bedurften.

In ",9% aller Urinproben wurden vom
UFo'00 dysmorphe RBC>20/~1angezeigt. Die
mikroskopische Überprüfung zeigte jedoch,
dass nur zum Teil glomeruläre RBCnachweis­
bar waren. Die Unterscheidung der RBCer­
folgt im Durchfluss-Zytometer über die Grös­
se der Zellen, wobei bei gewissen Zellgrössen
nicht unterschieden werden kann, ob Mikro­

zyten oder dysmorphe RBCvorhanden sind,
und deshalb ist eine mikroskopische Nach­
kontrolle nötig.

Diskussion
In dieser Arbeit wurden die Resultate des

Durchfluss-Zytometers UFo'00 mit mikrosko­
pischen Verfahren, einerseits dem KOVA-
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Messung UF-lOO

Zählkammersystem und andererseits einem
standardisierten Urinsediment, verglichen.

Die Ergebnisse wurden mit den chemischen
Teststreifen zusammen ausgewertet. Aus die­
sen Resultaten konnten Kriterien für eine po­

sitive Selektion von jenen Urinproben, die ei­
ner mikroskopische Überprüfung benötigen,
erstellt werden.

Eswurden exzellente Korrelationen zwi­

schen dem KOVA-System und dem UF-100er­
reicht, mit je einem Korrelationskoeffizien­
ten von r 0,966 für RBC,0,935 für WBC und
0,902 für EC. Unter der Bedingung, dass die
Volumina vor und nach der Zentrifugation

berücksichtigt wurden, konnten Korrelatio­
nen von 0,951 für RBCund für WBC0,887 mit
dem Urinsediment erreicht werden. Solch gu­

te Korrelationen sind jedoch nur zu erwarten,
falls das Sediment standardisiert durchge­
führt wird. Trotzdem ist das traditionelle

Urinsediment als halb-quantitative Analyse
zu beurteilen, da die Werte pro Gesichtsfeld

geschätzt werden. Daher sind Werte zwi­
schen verschiedenen Laboratorien und Perso­

nen schwierig zu vergleichen.
Weiter hat sich in dieser Arbeit gezeigt,

dassdas KOVA-Systemeine gute kostengüns­

tige mikroskopische Alternative ist, die für die
Vorbereitung und Handhabung keinen zeit­
lichen Mehraufwand bedeutet. DasKOVA-Sys­
tem erfüllt zusammen mit der Durchfluss-Zy­
tometrie die Anforderungen für eine Standar­
disierung der Partikelzählung im Urin [1, 2].
Die geringen Unterschiede der Zellzahlen zwi­
schen den beiden Methoden sollten über Kon­

versionsfaktoren angepasst werden, damit
beide Methoden simultan verwendbar sind

(Tabelle 1). Dies ist um so wichtiger, falls allge­
mein gültige Referenzwerte angewendet wer­
den sollen. Aus der Multizentrumsstudie, die

in der Schweiz durchgeführt wurde, konnten
Referenzwerte von <14/1J1für RBC und von

<16/1J1für WBC unter optimaler Patientenvor­
bereitung ermittelt werden [6]. Für eine allge­
meine Anwendung wird jedoch ein cut-off
von 20 RBCund WBC/IJI angenommen [7].

Die Präzision mit dem Durchfluss-Zyto­
meter UF-100 ergab Variationskoeffizienten
(VK) von etwa 10% für RBCund WBC und et­
wa 15% für das KOVA-System. Im Gegensatz
dazu erwartet man beim traditionellen Urin­
sediment VK-Werte von 50-100%. Einerseits

liegt der Grund für die hohe Varianz in der
nicht standardisierten Vorbereitung der Pro­
be und andererseits beim Ermitteln eines
durchschnittlichen Schätzwertes der Zellzahl

pro Gesichtsfeld.
Mit dem UF-100können Bakterien mit ei­

ner hohen Präzision mit VK <5% gezählt wer­
den. Die Durchfluss-Zytometrie kann deshalb
auch für das Screening von Harnwegsinfek-

SRC >4/111

tionen eingesetzt werden, da Infekte mit ei­
ner Sensitivität von 55% und einer Spezifität

von 90% diagnostiziert werden [8].
Eine hohe Anzahl von Kristallen, HefezeI­

len und Spermien kann die Messung in der
Durchfluss-Zytometrie stören. Pathologische
Partikel werden erkannt, können aber nicht
differenziert werden. Aus diesem Grund war

es nötig, Selektionsbedingungen in die
Durchfluss-Zytometrie einzuführen, sodassei­
ne positive Auswahl jener Proben, die eine
mikroskopische Überprüfung benötigen,
möglich ist. Aus 252 untersuchten Urinproben
konnte ein solcher Algorithmus (Abbildung 4)
erstellt werden mit jenen Parametern, die
wichtig für eine mikroskopische Selektion
sind. Unter den gesetzten Bedingungen fand
sich eine Rate von 33% der Proben, die mikro­

skopisch überprüft werden mussten (Abbil­
dung 5). 9% erhielten Markierungen, so ge­
nannte «Flags», wegen pathologischen Parti­
keln, einer hohen Anzahl von Kristallen, He­
fezellen oder Spermien. 12% der Proben wur-

Abnormes Scattergramm
und anderes

Dysmorphe RBC

>20/111

Vergleich Teststreifen ?
Hb/ProtlLc/N itri t

Totale Anzahl Partikel

>40'000

Leitfähigkeit
<5 oder> 38 mS/cm

Abbildung 4: Kriterien für die

positive Selektion von jenen
Urinproben, die eine mikrosko­

pische Bestätigung nach der

Messung mit dem Durchfluss­

Zytometer benötigen. Auf der
linken Seite sind die Parameter

aufgelistet, die im Gerät direkt

eingestellt werden können:
Path. Zyl. (pathologische Zylin­
der), SRC(kleine Rundepithe­

lien), Kristalle, Hefe, Spermien.
Auf der rechten Seite sind die

Parameter, die zusätzlich be­

rücksichtigt werden müssen:

Abnormes Scattergramm, dys­

morphe RBC, Hb/Prot/LcJNitrit

(Hämoglobin, Protein, Leukozy­
ten Esterase, Nitrit) vom Test­
streifen, totale Anzahl Partikel,

Leitfähigkeit.

Abbildung 5: Einteilung der
Resultate vom UF-100 von 252

Urinproben. Interpretation der

Scattergramme zusammen mit
den Teststreifen und den Krite­

rien aus dem Algorithmus (siehe

Abbildung 4), Zyl. (Zylinder)
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