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I. EINLEITUNG

Die Beurteilung der Fihigkeit der Niere, den Urin zu konzentrieren, stellt ein
wichtiges  diagnostisches  Mittel dar, um akute und chronische
Nierenerkrankungen zu diagnostizieren (GOUNDEN & NEWALL, 1983). Die
Messung der Osmolalitdit wird als Goldstandard zur Evaluierung der
Nierenkonzentrierungsfihigkeit betrachtet (BROCK et al., 2013; SOUZA et al.,
2015). Die am meisten in der Praxis genutzte Methode zur Messung der renalen
Konzentrierungstihigkeit ist jedoch die Bestimmung des urinspezifischen
Gewichtes (USG) (DOSSIN et al.,, 2003). Die Messung des USG erfolgt am
hiufigsten mittels Refraktometer oder Teststreifen. Die meisten Studien, die die
Beziehung zwischen Osmolalitit und Refraktometrie untersuchten, ermittelten
eine gute Korrelation zwischen diesen beiden Methoden (DORIZZI et al., 1987;
DOSSIN et al., 2003). Die Messung des USG mittels Refraktometer wird deshalb
als geeignete Alternative zur Messung der Osmolalitit angesehen (WATSON,
1998; CHADHA et al., 2001). Studien, die die Verldsslichkeit von Urinteststreifen
zur Bestimmung des USG untersuchten, lieferten teils kontroverse Ergebnisse
(FREW et al., 1982; ADAMS, 1983; GOUNDEN & NEWALL, 1983; DORIZZI
et al., 1987). Das USG ist definiert als das Verhiltnis des Gewichtes eines
Volumens von Urin zum Gewicht deselben Volumens von destilliertem Wasser
und wird durch die Anzahl, das molekulare Gewicht und die chemische
Zusammensetzung der im Urin geldsten Teilchen beeinflusst (WATSON, 1998).
Die Osmolalitit entspricht der Konzentration aller gelosten Teilchen einer Losung
und wird nur durch die Anzahl der Partikel beeinflusst, weshalb grofere
Molekiile, wie Proteine, einen groBeren Einfluss auf das USG als auf die
Osmolalitdt haben sollten (CHADHA et al., 2001). Friihere Studien, die den
Einfluss von Protein auf die Osmolalitit und das USG untersuchten, kamen zu
unterschiedlichen Ergebnissen. Wihrend VOINESCU und Mitarbeiter einen
Einfluss von Protein auf das USG und die Osmolalitit feststellten (VOINESCU et
al., 2002), konnte dies in anderen Studien nicht bestitigt werden (IMRAN et al.,
2010; AYOUB et al., 2013).

Da sich die refraktiven Indices im Urin von Hunden und Katzen unterscheiden,
sind seit geraumer Zeit Refraktometer mit getrennten Skalen fiir Hunde- und

Katzenurin erhéltlich. Bisher haben wenige Studien die klinische Relevanz eines
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Refraktometers mit separater Katzenskala fiir die Messung des USG von

Katzenurin untersucht (BENNETT et al., 2011; TVEDTEN et al., 2015).

Sowohl in der Human- als auch in der Veterindrmedizin, wird die Bestimmung
des USG in der Regel mittels frischem Nativurin direkt nach der Uringewinnung
durchgefiihrt. Es ist jedoch nicht bekannt, ob die Verwendung von Nativurin und
Uberstand zu unterschiedlichen Messergebnissen fiir das USG fiihren. Zudem gibt
es keine Untersuchungen dazu, ob eine Lagerung iiber einen Zeitraum von

mehreren Wochen oder Monaten einen Einfluss auf das USG hat.
Die Ziele dieser kumulativen Arbeit waren:

e der Vergleich zweier optischer Refraktometer: ein Refraktometer mit
einheitlicher Skala fiir Hunde- und Katzenurinproben und ein
Refraktometer mit getrennter Skala fiir Hunde- und Katzenurinproben

¢ die Bestimmung der Intra- und Interobserver-Variabilitit

e die Untersuchung der Ubereinstimmung des USG zwischen Nativurin und
Uberstand

e die Untersuchung der Korrelation zwischen USG und Osmolalitit

e die Untersuchung des Proteineinflusses auf die Korrelation zwischen USG
und Osmolalitit

e die Untersuchung des FEinflusses der Lagerungszeit von bis zu sechs

Monaten auf das USG
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II. LITERATURUBERSICHT

1. Physiologie der Niere

Die Nieren spielen eine wesentliche Rolle bei der Regulation des Wasser-,
Elektrolyt- und Sdure-Basen-Haushalts sowie der Ausscheidung harnpflichtiger
Substanzen und der Hormonproduktion (FINCO, 1995). Die Nieren sind sehr
stark durchblutet (SCHWEIGHAUSER & FRANCEY, 2017). Pro Minute
durchflieBen circa (ca.) 20 Prozent (%) des Herzzeitvolumens die Nieren
(LESLIE, 1986; BRAUN, 2006; SILBERNAGEL & DESPOPOULOS, 2007;
MORITZ, 2013). Dies entspricht einem renalen Blutfluss (RBF) von etwa 20
Milliliter (ml) pro Minute pro Kilogramm (kg) Korpergewicht oder einem renalen
Plasmafluss (RPF) von etwa 12 ml pro Minute pro kg Korpergewicht (FINCO,
1995). Dabei durchfliefen etwa 90 % des renalen Blutes die Nierenrinde
(LESLIE, 1986; BRAUN, 2006; MORITZ, 2013), etwa 1 % das innere
Nierenmark und 7 % das duflere Nierenmark (VON ENGELHARDT & BREVES,
2004). Das die Nieren passierende Blut wird in den Glomeruli filtriert, wodurch
ein Ultrafiltrat gebildet wird (WATSON, 1998; BRAUN, 2006). Im Glomerulus
findet eine Riickresorption von 99 % des produzierten Ultrafiltrats wihrend der
Tubuluspassage statt, wodurch nur eine geringe Menge als Urin ausgeschieden
wird (DIBARTOLA, 2000a; BRAUN, 2006). Das pro Zeit in den Glomeruli
filtrierte Fliissigkeitsvolumen wird als glomeruldre Filtrationsrate (GFR)
bezeichnet (BRAUN, 2006; SILBERNAGEL & DESPOPOULOQOS, 2007;
MORITZ, 2013).

1.1. Funktionelle Morphologie der Niere

Das anatomische und funktionelle Strukturelement der Niere ist das Nephron
(OSBORNE & FLETCHER, 1995). Dieses setzt sich aus einem Nierenkorperchen
(Glomerulus) und den sich anschlieBenden Nierenkanédlchen (Tubuli) mit
proximalem Tubulus, Henlescher Schleife und distalem Tubulus, der in ein
Sammelrohr miindet, zusammen (FINCO, 1995; OSBORNE & FLETCHER,
1995; DIBARTOLA, 2000a; BRAUN, 2006). In der Nierenrinde (Cortex renalis)
befinden sich die Glomeruli, wihrend im Nierenmark (Medulla renalis) die Tubuli

liegen (BRAUN, 2006).
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1.1.1. Nephron

Die Anzahl der Nephrone ist tierartspezifisch. Die menschliche Niere besitzt etwa
1.000.000 Nephrone (ROSE & POST, 2001a; BRAUN, 2006). Die Niere eines
Hundes enthilt etwa 400.000 Nephrone und die Niere einer Katze besitzt etwa
190.000 Nephrone (OSBORNE & FLETCHER, 1995). Es werden nach ihrer
Anordnung im Nierenparenchym tief (juxtamedullidre) in der Nierenrinde und
oberflachlich (kortikale) in der Nierenrinde gelegene Nephrone unterschieden
(BRAUN, 2006). Kortikale Nephrone haben kurze Henlesche Schleifen, wéihrend
juxtamedulldre Nephrone lange Henlesche Schleifen besitzen, die tief in das
Nierenmark reichen (OSBORNE & FLETCHER, 1995). Je ldnger die Henleschen
Schleifen, desto groBer ist ihre Fédhigkeit, den Urin zu konzentrieren (BEVAN,
1978a; VON ENGELHARDT & BREVES, 2004).

In jedem Nephron hingt die Bildung des Urins von drei Mechanismen ab:
Glomerulérer Filtration, tubuldrer Reabsorption und tubulidrer Sekretion (FINCO,

1995).

1.1.1.1. Glomerulus

In den Glomeruli werden gro3e Mengen an Ultrafiltrat produziert (OSBORNE &
FLETCHER, 1995). Ein Glomerulus setzt sich aus einem Netzwerk von
Kapillaren zusammen (ROSE & POST, 2001b), welches in die Bowman-Kapsel
einmiindet (BRAUN, 2006). Blut wird iiber ein zufiihrendes Gefall (Vas afferens)
in den Glomerulus transportiert (BRAUN, 2006; SILBERNAGEL &
DESPOPOULQOS, 2007). Aus dem Blut wird infolge des bestehenden
hydrostatischen Druckgradienten ein Filtrat durch eine glomerulire Membran
abgepresst (WATSON, 1998). Uber ein wegfiihrendes GefiB (Vas efferens) wird
das filtrierte Blut anschlieBend aus den Kapillaren abtransportiert (BRAUN,
2006).

Die glomerulire Membran besteht aus drei Schichten: Kapillarendothel,
glomeruldre Basalmembran und Podozyten-Schlitzmembran (DIBARTOLA,
2000a; VON ENGELHARDT & BREVES, 2004; BRAUN, 2006). Die
Endothelzellen besitzen 50 bis 100 Nanometer (nm) grofle Poren (DIBARTOLA,
2000a; BRAUN, 2006; SILBERNAGEL & DESPOPOULOS, 2007). Diese halten
zellulire Komponenten, wie zum Beispiel (z. B.) Blutzellen zuriick

(DIBARTOLA, 2000a; BRAUN, 2006). Die Poren sind zu grofl, um
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Makromolekiile, wie Albumin mit einem Molekulargewicht von 68.000 Dalton an
der Passage zu hindern (OSBORNE & FLETCHER, 1995). Die Endothelzellen
sind jedoch zusitzlich mit negativ geladenen Sialoglycoproteinen bedeckt, die
eine grofe Rolle bei der Behinderung der Passage von negativ geladenen
Makromolekiilen wie Albumin spielen (OSBORNE & FLETCHER, 1995;
DIBARTOLA, 2000a). Deshalb konnen negativ geladene Proteine mit einer
GroBe, die das Kapillarendothel passieren konnten, trotzdem zuriick gehalten

werden (OSBORNE & FLETCHER, 1995).

Die glomeruldre Basalmembran ist dreischichtig angeordnet und besteht aus einer
Lamina rara interna auf der endothelialen Seite, einer zentral angeordneten
Lamina densa und einer Lamina rara externa auf der epithelialen Seite
(DIBARTOLA, 2000a). Sowohl die Lamina rara interna als auch die Lamina rara
externa enthalten polare Proteine, die zur negativ geladenen Filtrationsbarriere
beitragen (DIBARTOLA, 2000a). Die Basalmembran verhindert die Passage von
Teilchen mit einem Molekulargewicht von {iiber 200.000 Dalton (VON
ENGELHARDT & BREVES, 2004).

Die Podozyten-Schlitzmembran ist der feinste Filter fiir den Durchtritt von
Teilchen und es konnen nur Molekiile bis zu einer maximalen Grée von 65.000
Dalton passieren (VON ENGELHARDT & BREVES, 2004). Die Schlitzporen
der Podozyten enthalten ebenfalls negativ geladene Sialoglycoproteine und halten

negativ geladene Stoffe zuriick (DIBARTOLA, 2000a).

Kleinere Molekiile durchdringen die Filtrationsbarriere ungestort (VON
ENGELHARDT & BREVES, 2004). Dazu gehoren Wasser (18 Dalton),
Harnstoff (60 Dalton), Glukose (180 Dalton), Kreatinin oder Elektrolyte
(BRAUN, 2006). Der sogenannte Siebungskoeffizient gibt die Filtrierbarkeit eines
Molekiils an. Dabei bedeutet ein Siebungskoeffizient von 0, dass das Molekiil
vollstindig von der Filtrationsbarriere zuriickgehalten wird, wéhrend ein
Siebungskoeffizient von 1 eine vollstindige Filtration eines Teilchens angibt

(BRAUN, 2006).

1.1.1.2. Bowman-Kapsel
Die Bowman-Kapsel, in die sich ein Glomerulus sackartig einstiilpt, wird aus
einer kollagenen Membran gebildet (OSBORNE & FLETCHER, 1995). Sie wirkt

als ein passives Behiltnis fiir das glomerulédre Filtrat, welches anschlieBend dem
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Tubulussystem zugefithrt wird (OSBORNE & FLETCHER, 1995). Die Passage
von Teilchen durch die Bowman-Kapsel spielt im physiologischen Zustand eine
quantitativ geringe Rolle, gewinnt jedoch unter pathologischen Bedingungen an

Bedeutung (OSBORNE & FLETCHER, 1995).

1.1.1.3. Tubulussystem

Die Aufgabe der Tubuli ist die Verarbeitung des Endharns aus dem Primérharn
durch tubuldre Resorptions- und Sekretionsvorgidnge (VON ENGELHARDT &
BREVES, 2004).

Der Tubulus tritt an seinem Glomerulus aus, lduft in Richtung des Harnpols, es
folgt die schleifenartige Umkehr, er lduft wieder in Richtung Glomerulus und
touchiert diesen erneut (BRAUN, 2006). Die Stelle an dem sich der aufsteigende
Tubulus und der Glomerulus berithren, wird als Macula densa bezeichnet
(BRAUN, 2006). Der Tubulus miindet iiber ein Verbindungssegment in ein
Sammelrohr (BRAUN, 2006).

Das Tubulussystem besteht aus vier Segmenten: proximaler Tubulus, Henlesche

Schleife, distaler Tubulus und Sammelrohr (SUKI & NG, 1983).
Das Tubulussystem lésst sich jedoch noch weiter unterteilen (BRAUN, 2006):

e proximaler Tubulus mit Pars convoluta (proximales Konvolut) und Pars
recta (absteigender dicker Teil des Schenkels der Henleschen Schleife)

¢ intermedidrer Tubulus mit Pars descendens (absteigender diinner Teil des
Schenkels der Henleschen Schleife) und Pars ascendens (aufsteigender
diinner Teil des Schenkels der Henleschen Schleife)

e distaler Tubulus mit Pars recta (aufsteigender dicker Teil des Schenkels
der Henleschen Schleife) und Pars convoluta (distales Konvolut)

e Sammelrohr

Als Henlesche Schleife wird der Bereich von der Pars recta bis zur Pars recta

definiert (BRAUN, 2006).

1.2. Tubulére Transportprozesse

Die Tubuli haben die Aufbereitung des Endharns aus dem Primérharn durch
tubuldre  Resorptions- und  Sekretionsvorgidnge zur Aufgabe (VON
ENGELHARDT & BREVES, 2004).
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1.2.1. Proximaler Tubulus
Der proximale Tubulus leistet mengenmifig mit 60 bis 80 % die groBte

Resorptionsleistung (SUKI & NG, 1983; OSBORNE & FLETCHER, 1995).

Die epithelialen Zellen des proximalen Tubulus sind mit Mikrovilli iiberzogen
(OSBORNE & FLETCHER, 1995; DIBARTOLA, 2000a). Die Nieren von
Katzen besitzen mehr Lipide in den epithelialen Zellen des proximalen Tubulus
als die Nieren von anderen Tieren (OSBORNE & FLETCHER, 1995). In diesem
Tubulusabschnitt erfolgt die Resorption von etwa zwei Dritteln des
Natriumchlorids (NaCl) und des Wassers sowie ca. 90 % des Bicarbonats (HCO3")
aus dem Ultrafiltrat (VON ENGELHARDT & BREVES, 2004; BRAUN, 2006).
Es findet eine aktive Riickresorption von Natrium statt, wodurch Wasser und

andere Substanzen isoosmotisch passiv folgen.

Die proximalen Tubuli sind vom durchléssigen Typ (*’leaky’’), was bedeutet, dass
diese eine relative Permeabilitit aufweisen und damit eine bedeutende Menge an
Wasser und NaCl transportiert werden konnen (VON ENGELHARDT &
BREVES, 2004; BRAUN, 2006). Die Resorption erfolgt isoosmotisch aufgrund
des geringen Konzentrationsgradienten (VON ENGELHARDT & BREVES,
2004; BRAUN, 2006). Im proximalen Tubulus entspricht die Osmolalitdt deshalb
grofitenteils dem glomerulédren Filtrat (WATSON, 1998).

Im frilhen proximalen Tubulus wird Natrium aktiv aus dem Tubuluslumen
transportiert (SUKI & NG, 1983; WATSON, 1998; ROSE & POST, 2001d).
Durch die basolaterale Membran wird Natrium im Umtausch gegen Kalium mit
Hilfe der Na'/K'-ATPase aus der Tubuluszelle in Richtung Blut transportiert
(KOHN & DIBARTOLA, 2000; ROSE & POST, 2001d; BRAUN, 2006;
SILBERNAGEL & DESPOPOULOS, 2007). Uber einen Na*/H'-Antiport wird
Natrium zuvor vom Tubuluslumen durch die luminale Membran im Austausch
gegen ein H'-lon in die proximale Tubuluszelle aufgenommen (VON
ENGELHARDT & BREVES, 2004; BRAUN, 2006; SILBERNAGEL &
DESPOPOULQS, 2007). In diesem Abschnitt findet gleichzeitig auch ein
Cotransport zwischen Natrium und Aminosduren, Glukose und Phosphat iiber die
luminale Membran statt (SUKI & NG, 1983; DIBARTOLA, 2000a). Bicarbonat
wird im Tubuluslumen unter Einbeziehung von H" zu Kohlensiure (H,COs)
umgebaut (SUKI & NG, 1983; FINCO, 1995; BRAUN, 2006). Aus dieser wird
mit Hilfe einer Carboanhydrase im Tubuluslumen Kohlendioxid (CO, gebildet,
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welches ungestort durch die luminale Membran in die Tubuluszelle wandern kann
(KOHN & DIBARTOLA, 2000; BRAUN, 2006). Aus CO, und Wasser entsteht in
der Tubuluszelle erneut H,CO; (FINCO, 1995). Unter Einbeziehung einer
zelluliren Carboanhydrase wird aus HyCO; ein H'-Ion und HCOj3™ gebildet (SUKI
& NG, 1983; FINCO, 1995; BRAUN, 2006). Sowohl die zelluldre als auch die
luminale Carboanhydrase spielen somit eine wichtige Rolle bei der Resorption
von Bicarbonat (SUKI & NG, 1983). Durch die basolaterale Membran wird
HCOj5' iiber einen Na"™-HCO; -Cotransporter aus der Zelle ausgeschleust und der
Blutbahn zugefiihrt (FINCO, 1995; BRAUN, 2006). Das entstandene H*-Ion wird
in das Tubuluslumen transportiert und mit dem Urin ausgeschieden (FINCO,
1995). Bicarbonat verursacht einen chemischen Gradienten, wodurch Teilchen
wie Natrium und Chlorid durch sogenannten Solvent drag mitgerissen werden

(SUKI & NG, 1983; VON ENGELHARDT & BREVES, 2004).

1.2.2. Henlesche Schleife
Rund 40 bis 45 % des Primédrharns, welches nicht im proximalen Tubulus

reabsorbiert wird, erreicht die Henlesche Schleife (ROSE & POST, 2001f).

Im dicken absteigenden Schenkel findet aktiver Transport von NaCl durch die
basolaterale Membran iiber eine Na*/K*-ATPase statt (PRADELLA et al., 1988;
DIBARTOLA, 2000a; ROSE & POST, 2001f; BRAUN, 2006). Im Austausch
werden positive geladene Kalium-Ionen in die Tubuluszelle eingeschleust
(BRAUN, 2006). Im diinnen absteigenden Schenkel besteht eine hohe
Permeabilitit fiir Wasser und eine niedrige Permeabilitét fiir Natrium (SUKI &
NG, 1983). Der diinne aufsteigende Schenkel ist hoch permeabel fiir Natrium,
jedoch undurchléssig fiir Wasser (SUKI & NG, 1983). Der dicke aufsteigende
Schenkel ist ebenfalls wasserimpermeabel (SUKI & NG, 1983; LESLIE, 1986;
BRAUN, 2006). Durch die Resorption von Elektrolyten sinkt die Osmolalitit des
Filtrats bei Durchlauf durch dieses Tubulussegment auf etwa 100 Milliosmol pro
Kilogramm (mOsm/kg) (LESLIE, 1986; DIBARTOLA, 2000a; VON
ENGELHARDT & BREVES, 2004; BRAUN, 2006). Aufgrund dieser Tatsache
wird der dicke aufsteigende Schenkel Verdiinnungssegment genannt (VON
ENGELHARDT & BREVES, 2004; BRAUN, 2006). Im dicken aufsteigenden
Schenkel findet die Resorption von 25-30 % des gefilterten Natriums und
Chlorids statt (VON ENGELHARDT & BREVES, 2004). In diesem Bereich

erfolgt die aktive Resorption von Natrium, Kalium und zwei Chlorid-Ionen aus
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dem Tubuluslumen mit Hilfe eines Na*-K*-2CI"-Cotransporter (NKCC2), welcher
sich in der luminalen Membran befindet (VON ENGELHARDT & BREVES,
2004; BRAUN, 2006; SILBERNAGEL & DESPOPOULOS, 2007). Auch in
diesem Bereich findet ein Abtransport des resorbierten Natriums iiber eine
Na®/K*-ATPase in der basolateralen Membran statt (ROSE & POST, 2001f;
BRAUN, 2006). Negativ geladene Chlorid-Ionen wiederum werden iiber Chlorid-
Kanile aus der Zelle ausgeschleust (ROSE & POST, 2001f; BRAUN, 2006).
Positiv geladene Kalium-lonen werden gleichzeitig in die Tubuluszelle
eingeschleust (BRAUN, 2006). Durch diesen Austausch entsteht ein elektrischer
Gradient, wodurch wiederum eine Resorption von Natrium, Calcium und

Magnesium stattfindet (SUKI & NG, 1983).

1.2.3. Distaler Tubulus
Die Osmolalitdt im distalen Tubulus betrigt etwa 100 mOsm/kg (WATSON,
1998; DIBARTOLA, 2000a).

Im frithen distalen Tubulus findet eine Resorption von ca. 10 % des gefilterten
NaCl sowie lediglich eines kleinen Teiles Wasser statt (VON ENGELHARDT &
BREVES, 2004; BRAUN, 2006). In der luminalen Membran befindet sich ein
NaCl-Cotransporter iiber welchen Natrium- und Chlorid-Ionen in die Tubuluszelle
gelangen (ROSE & POST, 2001le; VON ENGELHARDT & BREVES, 2004).
Eine Na'/K'-ATPase in der basolateralen Membran schleust die in der
Tubulusfliissigkeit befindlichen Natrium-Ionen aus der Zelle in Richtung
Blutbahn (ROSE & POST, 2001e; VON ENGELHARDT & BREVES, 2004). Die
Chlorid-Ionen werden wiederum durch die basolaterale Membran iiber Chlorid-
Kanile aus der Tubuluszelle transportiert (VON ENGELHARDT & BREVES,
2004).

Die Prozesse, die im spitdistalen Tubulus stattfinden, werden durch mehrere
Hormone gesteuert (BRAUN, 2006). So werden epitheliale Natrium-Kanéle
(ENaC) in die luminale Membran durch die Anwesenheit von Aldosteron
eingelagert (VON ENGELHARDT & BREVES, 2004; BRAUN, 2006). Durch
diese Kanile werden vermehrt Natrium-Ionen in die Tubuluszelle transportiert
(BRAUN, 2006). Weiterhin stimuliert Aldosteron den Einbau einer Na'/K*-
ATPase in die basolaterale Membran, wodurch Natrium aktiv aus der Zelle in

Richtung Blutbahn befordert wird (BRAUN, 2006). Die luminale Membran ist
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permeabel fiir Kalium, aber wenig permeabel fiir Chlorid (SUKI & NG, 1983).
Die Resorption von Natrium resultiert in einem elektrischen Gradienten (SUKI &
NG, 1983). Dadurch werden Kalium-Ionen passiv in die Tubulusfliissigkeit
transportiert (SUKI & NG, 1983; BRAUN, 2006).

Im distalen Tubulus wird aufgrund der geringen Permeabilitdt nur eine kleine
Menge Wasser resorbiert (ROSE & POST, 2001e). Der distale Tubulus ist nur
wenig empfinglich fiir das antidiuretische Hormon (ADH) und spielt deshalb
keine wichtige Rolle bei der Harnkonzentrierung (SUKI & NG, 1983; ROSE &
POST, 2001e).

1.24. Sammelrohr

Die Pars convoluta des distalen Tubulus miindet iiber ein Verbindungsstiick in ein
Sammelrohr (OSBORNE & FLETCHER, 1995). Etwa zehn Nephrone gehen in
jeweils ein Sammelrohr iiber (MARSH, 1983; BRAUN, 2006). Man unterscheidet
zwischen den mitochondriendrmeren ‘‘hellen‘ Hauptzellen und den
mitochondrienreicheren ‘‘dunklen‘‘ Schaltzellen (intercalated cells) (OSBORNE
& FLETCHER, 1995; VON ENGELHARDT & BREVES, 2004).

Im Sammelrohr wird Natrium iiber epitheliale Natrium-Kanéle (ENac) resorbiert
(BRAUN, 2006). Aldosteron induziert den Einbau dieser Kanéle in die luminale
Membran (VON ENGELHARDT & BREVES, 2004; BRAUN, 2006). Wird
Aldosteron in hohem Mafe freigesetzt, kommt es zur passiven Kaliumsekretion
(VON ENGELHARDT & BREVES, 2004). Die Anwesenheit von ADH steigert
die Wasserpermeabilitit, wodurch Wasser passiv in das Interstitium einstromt und

die Urinkonzentration steigt (SUKI & NG, 1983).

1.3. Physiologische Vorginge bei der Harnkonzentrierung

Bei maximalem Wassermangel kann eine Konzentrierung des Harnes je nach
Tierart bis auf das 4- bis 12-fache der Plasmaosmolaritit erfolgen (1400
Milliosmol pro Liter (mOsm/l)) (VON ENGELHARDT & BREVES, 2004;
BRAUN, 2006). Diesen Vorgang bezeichnet man als Antidiurese. Die
Plasmaosmolalitit ~ beziehungsweise  (bzw.)  Plasmaosmolaritit  betrigt
normalerweise etwa 270 bis 285 mOsm/kg (LESLIE, 1986; MORITZ, 2013) bzw.
290 mOsm/l (BRAUN, 2006). Bei maximaler Diurese sinkt die Osmolaritit des
Urins beim Menschen bis auf 50 mOsm/l (BRAUN, 2006; SILBERNAGEL &
DESPOPOULOS, 2007).
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Im Folgenden werden die vier Mechanismen, die an der Harnkonzentrierung

beteiligt sind beschrieben.

1.3.1. Harnkonzentrierung in der Henleschen Schleife

Der aufsteigende Schenkel der Henleschen Schleife ist vollstindig
wasserimpermeabel (LESLIE, 1986; DIBARTOLA, 2000a; ROSE & POST,
2001f; VON ENGELHARDT & BREVES, 2004; BRAUN, 2006). Elektrolyte
wie NaCl werden jedoch resorbiert (ROSE & POST, 2001f; BRAUN, 2006).

Es herrscht zunéchst als Ausgangssituation in der gesamten Henleschen Schleife
eine Osmolalitidt von 300 mOsm/kg (VON ENGELHARDT & BREVES, 2004).
NaCl wird aktiv aus dem aufsteigenden Schenkel resorbiert (DIBARTOLA,
2000a). Aufgrund der Wasserundurchléssigkeit ist Wasser jedoch nicht in der
Lage nachzustromen (VON ENGELHARDT & BREVES, 2004). Dadurch
entsteht ein osmotischer Gradient (LESLIE, 1986). Im aufsteigenden Schenkel
sinkt die Osmolalitit aus diesem Grund von 300 mOsm/kg um 100 mOsm/kg auf
200 mOsm/kg (DIBARTOLA, 2000a; VON ENGELHARDT & BREVES, 2004).
Die Osmolalitéit im Interstitium steigt hingegen auf etwa 485 mOsm/kg (ROSE &
POST, 2001f). Somit wird das Interstitium hyperosmotisch (ROSE & POST,
2001f), das Lumen hypoosmotisch (PRADELLA et al., 1988). Die Steigerung der
Tonizitdt im Interstitium hat zur Folge, dass Wasser aus dem absteigenden
Schenkel in das Interstitium gelangt (LESLIE, 1986; VON ENGELHARDT &
BREVES, 2004; BRAUN, 2006). Die Osmolalitit im absteigenden Schenkel
steigt von 300 auf 400 mOsm/kg (VON ENGELHARDT & BREVES, 2004). Die
oben erkldrten Schritte wiederholen sich bis zum oberen Ende der Henleschen
Schleife mit immer hoher steigenden Osmolalititen (VON ENGELHARDT &
BREVES, 2004). Bis zum Umkehrpunkt der Henleschen Schleife steigt die
Tonizitdt des Urins (BRAUN, 2006). Dieses Verfahren wird als Prinzip der
Gegenstromkonzentrierung bezeichnet (BRAUN, 2006). Je linger die Henlesche
Schleife, desto stirker die Konzentrierungsfihigkeit (VON ENGELHARDT &
BREVES, 2004).

1.3.2. ADH-regulierte Wasserresorption

Die Osmolalitdt des Harns, der den aufsteigenden Schenkel verlésst, ist deutlich
geringer als die des Blutplasmas und betrdgt etwa 100 mOsm/kg (LESLIE, 1986;
PRADELLA et al., 1988; DIBARTOLA, 2000a; VON ENGELHARDT &
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BREVES, 2004). Die Konzentrierung des Harnes findet im spiten distalen
Tubulus sowie im Sammelrohr iiber eine ADH-regulierte Wasserresorption statt
(BRAUN, 2006). ADH wird von Neuronen im Nucleus paraventricularis und
Nucleus supraopticus des Hypothalamus gebildet (PRADELLA et al., 1988;
FINCO, 1995; LORD, 1999). Bei Bedarf erfolgt die Freisetzung aus dem
Hypophysenhinterlappen (BRAUN, 2006). Die Ausschiittung von ADH wird iiber
Osmorezeptoren des Hypothalamus sowie Osmorezeptoren im Pfortaderbereich
reguliert (FINCO, 1995; BRAUN, 2006). Diese reagieren bereits auf
Veridnderungen der Plasmaosmolalitit von etwa 2 % (PRADELLA et al., 1988;
FINCO, 1995; SILBERNAGEL & DESPOPOULOS, 2007). Auch
Barorezeptoren im Bereich des rechten Atriums, der Arteria carotis sowie der

Lungengefille haben Einfluss auf die ADH-Ausschiittung (BRAUN, 2006).

ADH bindet an  Rezeptoren der  basolateralen = Membran  der
Sammelrohrepithelzellen (LESLIE, 1986; PRADELLA et al., 1988; LORD,
1999). Daraufhin wird das Enzym Adenylatcyclase aktiviert, welches die Bildung
von intrazellulirem cyclischem Adenosinmonophosphat (cAMP) katalysiert
(LESLIE, 1986). Durch Stimulation von cAMP wird das wasserdurchlissige
Glycoprotein Aquaporin 2 gebildet (VON ENGELHARDT & BREVES, 2004;
BRAUN, 2006). Dieses wird in intrazelluldren Vesikeln gespeichert und in
Abhingigkeit von ADH in die wasserundurchldssige luminale Membran
eingebaut (VON ENGELHARDT & BREVES, 2004; BRAUN, 2006). Durch
diesen Vorgang wird die luminale Membran wasserpermeabel (FINCO, 1995).
Aus diesem Grund steigt die Wasserresorption, die Tonizitit der
Tubulusfliissigkeit und wiederum auch die Konzentration des Harnes (BRAUN,
2006). Demgegeniiber wird mit riicklaufiger ADH-Ausschiittung Aquaporin 2 aus
der luminalen Membran abtransportiert, wodurch die Wasserundurchlissigkeit des
Sammelrohrs steigt (VON ENGELHARDT & BREVES, 2004). Die
Wasserpermeabilitit des Epithels des Sammelrohrs hidngt somit von der ADH-

Priasenz ab (DIBARTOLA, 2000a).

Bei Dehydratation, steigt die Osmolalitdt des Blutes (BRAUN, 2006). Dadurch
wird mehr ADH freigesetzt, wodurch die Wasserpermeabilitit des spiten distalen
Tubulus und Sammelrohrs steigt und Wasser aus dem Lumen ins Interstitium
transportiert wird (DIBARTOLA, 2000a; ROSE & POST, 2001f; BRAUN, 2006).

Die Fliissigkeit im Sammelrohr steht im osmotischem Gleichgewicht mit dem
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Interstitium (LESLIE, 1986; DIBARTOLA, 2000a; ROSE & POST, 2001f). Es
wird somit bei hohen ADH-Konzentrationen ein konzentrierter Urin
ausgeschieden (ROSE & POST, 2001f). Dieser Mechanismus wird auch
Antidiurese genannt (BRAUN, 2006).

Bei Hyperhydratation, sinkt die Osmolalitit des Blutes. Die ADH-Freisetzung
wird vermindert, weshalb das Sammelrohr wasserimpermeabel ist (WATSON,
1998; DIBARTOLA, 2000a). Die Tubulusfliissigkeit, die die Henlesche Schleife
verldsst, ist hypoosmolal und bleibt hypoosmolal, da aufgrund des fehlenden
ADH keine Aquaporine in die Membran eingebaut werden und Wasser nicht
zuriick ins Interstitium gelangen kann (LESLIE, 1986). Dieser Zustand heif3t
Wasserdiurese (BRAUN, 2006).

1.3.3. Gegenstromprinzip der Vasa recta

Die Vasa recta sind ein zweites Gegenstromsystem und haben eine &dhnliche
Schleifenkonfiguration wie die Henlesche Schleife (ROSE & POST, 2001f;
BRAUN, 2006).

Im absteigenden Gefdl gelangen geldste Teilchen aus dem Interstitium in das
Gefill (ROSE & POST, 2001f; BRAUN, 2006). Die Osmolalitit des Blutes steigt,
da Wasser wiederrum das Gefif3 verlisst (FINCO, 1995; BRAUN, 2006). Es
herrscht ein osmotischer Gradient (ROSE & POST, 2001f). Im aufsteigenden
GefidB3 gelangen die geldsten Teilchen zuriick in das Interstitium, wohingegen
Wasser in das Gefi3 zuriickdiffundiert (DIBARTOLA, 2000a; BRAUN, 2006).
Dies fiihrt zu einer Verminderung der Osmolalitit des Blutes dieser Gefille
(FINCO, 1995). Dieser Mechanismus fiihrt zu einer Zuriickhaltung von osmotisch
wirksamen Teilchen im Interstitium, wodurch der osmotische Gradient im
Nierenmark aufrechterhalten wird und die Harnkonzentration steigt (ROSE &

POST, 2001f; BRAUN, 2006).

1.3.4.  Harnstoffkreislauf

Der diinne aufsteigende Schenkel der Henleschen Schleife und das kortikale
Sammelrohr sind in Gegenwart von ADH wasserpermeabel, jedoch impermeabel
fiir Harnstoff (FINCO, 1995; DIBARTOLA, 2000a; VON ENGELHARDT &
BREVES, 2004; BRAUN, 2006). Es findet eine Wasserresorption statt, allerdings
keine Resorption von Harnstoff (VON ENGELHARDT & BREVES, 2004). Die

Harnstoffkonzentration des Filtrates in diesem Bereich steigt zunehmend
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(DIBARTOLA, 2000a; VON ENGELHARDT & BREVES, 2004). Das
Sammelrohr enthilt einen ADH-regulierten Uniporter-Carrier fiir Harnstoff (UT1)
in der luminalen Membran (VON ENGELHARDT & BREVES, 2004). In
Gegenwart von ADH diffundiert Harnstoff aus dem Lumen des Sammelrohrs in
das medullidre Interstitium (SUKI & NG, 1983; FINCO, 1995). Vom Interstitium
aus wird Harnstoff in den diinnen aufsteigenden und absteigenden Schenkel der
Henleschen Schleife aufgenommen und iiber den distalen Tubulus zuriick zum
Sammelrohr transportiert (BRAUN, 2006). Diese Rezirkulation erfolgt durch
einen zweiten Transporter (UT2) (VON ENGELHARDT & BREVES, 2004).
Durch diesen Vorgang kann die Harnstoffkonzentration im frithen distalen
Tubulus konstant hoch aufrechterhalten werden (ROSE & POST, 2001f). Wasser
wird aus dem diinnen absteigenden Teil der Henleschen Schleife ausgeschieden

und die Konzentration steigt (ROSE & POST, 2001f).

2. Parameter zur Beurteilung der Harnkonzentrierung

Die Messung der Urinkonzentration ist ein wesentlicher Bestandteil der
Urinuntersuchung und gibt wichtige Informationen iiber die Nierenfunktion
(CHADHA et al.,, 2001; SMART et al., 2009). Der Goldstandard zur Beurteilung
der Nierenkonzentrierung ist die Osmolalitit (SOUZA et al., 2015). In der Praxis
wird jedoch die Messung des USG als Schitzung der Osmolalitdt bestimmt
(IMRAN et al., 2010).

2.1. Urinspezifisches Gewicht

Die Bestimmung des USG wird als wichtiger Bestandteil zur Beurteilung der
renalen Konzentrierungsfahigkeit bei Hunden und Katzen angesehen (BENNETT
et al., 2011). Das USG stellt auerdem eine zuverldssige Bestimmungsmethode
zur Beurteilung des Fliissigkeitshaushaltes eines Patienten dar (SIMERVILLE et
al., 2005).

2.1.1. Definition

Das USG wird definiert als das Verhiltnis des Gewichtes eines Volumens einer
Fliissigkeit zum Gewicht eines gleichwertigen Volumens von destilliertem Wasser
(JAMISON & ROBERTSON, 1982; GOUNDEN & NEWALL, 1983; WATSON,
1998; DIBARTOLA, 2000b; ROSE & POST, 2001c; REINE & LANGSTON,
2005; GRAUER, 2016). Somit ist dieses das Verhiltnis des Gewichtes von Urin
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zum Gewicht eines gleichwertigen Volumens von Wasser (OSBORNE et al.,

1995; MORITZ, 2013).
Urinspezifisches Gewicht = Gewicht von Urin/Gewicht von Wasser

Es bezieht sich demnach auf die Dichte (Masse pro Volumen) einer Probe
verglichen mit destilliertem Wasser (CHADHA et al., 2001; MORITZ, 2013). Das
spezifische Gewicht von Wasser betrdgt unter Standardbedingungen hinsichtlich
Temperatur und Druck 1.000 (OSBORNE et al., 1995; NWAOKORIE &
OSBORNE, 2013b). Urin besitzt aufgrund der darin geldsten Stoffe eine groBere
Dichte als Wasser (MORITZ, 2013; NWAOKORIE & OSBORNE, 2013b). Das
USG hiéngt nicht nur von der Anzahl der im Urin gelosten Teilchen ab, sondern
auch von deren Grofle und Molekulargewicht (DIBARTOLA, 2000b; MILLER et
al., 2004; REINE & LANGSTON, 2005; SESHIA & DICKINSON, 2020).

2.1.1.1. Refraktion

Ein physikalisches Merkmal stellt die Refraktion (n) dar. Dabei handelt es sich
um eine Konstante bezogen auf das Verhiltnis der Geschwindigkeit von Licht in
einem Vakuum zu der Geschwindigkeit von Licht in einem bestimmten Medium
(GEORGE, 2001). Die Refraktion von Licht, welches zwei Medien passiert,
unterliegt Snells Gesetz (PRADELLA et al., 1988; GEORGE, 2001). Dieses
beschreibt die Beziehung zwischen dem Einfallswinkel (01) und dem Winkel des

gebrochenen Strahls (Or) (GEORGE, 2001).
n = sin01/sinOr

n = Refraktion

sin01 = Einfallswinkel

sinOr = Winkel des gebrochenen Strahls

Die Refraktion einer wiéssrigen Losung wird durch verschiedene Faktoren, wie die
Losung selbst, ihre Konzentration und die Temperatur bestimmt. Jede Losung
besitzt eine charakteristische Refraktion n pro Konzentration in Gramm pro
Deziliter (g/dl), was als spezifische Refraktivitidt bezeichnet wird (GEORGE,
2001). Die Refraktion eines Vakuums liegt bei n = 1 (GEORGE, 2001). Gas
besitzt eine Refraktion nahe bei n =1 (GEORGE, 2001). Der Grad der Refraktion

ist proportional zur Anzahl und Art der Partikel, die im Urin gelost sind
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(CHADHA et al.,, 2001). Die Refraktion kann sehr priazise durch ein
Refraktometer des Goldberg-Typs bestimmt werden (WOLF, 1962).

2.1.1.2. Refraktiver Index/Refraktivitiit

Der refraktive Index ist das Verhiltnis der Geschwindigkeit von Licht in der Luft
zur Geschwindigkeit von Licht in einer Losung, in diesem Fall in Urin
(OSBORNE et al.,, 1995; CHADHA et al.,, 2001; ESHAR et al., 2012).
Unterschiedliche Losungen, wie Urin, enthalten Substanzen, die verschiedene
Wellenldngen des Lichtes absorbieren und folglich Lichtstrahlen biegen
(OSBORNE et al., 1995). Der Grad der Biegung kann durch ein Refraktometer
gemessen werden (OSBORNE et al., 1995). Wie das USG, ist der refraktive Index
von der Quantitit und der Charakteristik der vorhandenen Teilchen abhéngig

(OSBORNE et al., 1995).

2.1.2.  Einteilung des urinspezifischen Gewichtes

Das USG von gesunden Hunden und Katzen ist sehr variabel und abhéngig von
der Wasser- und Elektrolytbalance des Korpers sowie der Zusammensetzung der
Erndhrung (OSBORNE et al., 1995). Das USG schwankt hiufig von Tag zu Tag
oder innerhalb desselben Tags (OSBORNE et al., 1995; VAN VONDEREN et al.,
1997). Ein niedriges USG einer Urinprobe schliet somit nicht aus, ein hohes
USG in einer anderen Probe des gleichen Probanden zu finden (VAN
VONDEREN et al., 1997). Das USG kann bei gesunden adulten Hunden von
1.001 bis 1.065 und bei gesunden adulten Katzen von 1.001 bis 1.080 reichen
(OSBORNE et al., 1995; MORITZ, 2013).

2.1.2.1. Hyposthenurie

Bei einer Hyposthenurie liegt ein USG von unter 1.008 vor (WATSON, 1998;
REINE & LANGSTON, 2005; MORITZ, 2013; STEINBACH et al., 2017,
SCHWENDENWEIN, 2019). Dies bedeutet, dass die Osmolalitit des Urins
niedriger als die Osmolalitit des Plasmas ist (DIBARTOLA, 2000b; REINE &
LANGSTON, 2005). Die Bildung eines verdiinnten Urins mit einem USG von
unter 1.008 setzt voraus, dass das distale Tubuluskonvolut intakt ist (WATSON,
1998; REINE & LANGSTON, 2005). Trotzdem kann eine renale Erkrankung mit
einem Verlust von bis zu Zweidrittel der Nephronen vorliegen (WATSON, 1998).
Die Bildung eines hyposthenurischen Urins kann eine Abnormalitét darstellen, die

mit verschiedenen Krankheiten einhergeht, wie z. B. zentraler oder renaler
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Diabetes insipidus, Hyperadrenokortizismus oder Hypercalcimie (REINE &
LANGSTON, 2005; WILLARD & TVEDTEN, 2006b). Ein hyposthenurischer
Urin kann auch bei psychogener Polydipsie vorliegen (WATSON, 1998; REINE
& LANGSTON, 2005).

2.1.2.2. Isosthenurie

Eine Isosthenurie liegt bei einem USG von 1.008 bis 1.012 vor (WATSON, 1998;
REINE & LANGSTON, 2005; GRAUER, 2016; STEINBACH et al., 2017,
SCHWENDENWEIN, 2019; STEINBACH et al., 2019). Somit liegt eine
Osmolalitit des Urins vor, die der physiologischen Osmolalitit von Plasma
entspricht (DIBARTOLA, 2000b; REINE & LANGSTON, 2005). Beim
Vorliegen einer Isosthenurie in Kombination mit Dehydration und/oder Azotimie
sollte eine primidre Nierenerkrankung in Betracht gezogen werden (WATSON,
1998). Auch bei Patienten mit anderen Griinden fiir eine Polydipsie oder Polyurie,
wie z. B. Cushing oder Diabetes mellitus kann ein isosthenurischer Urin vorliegen
(BROBST, 1989). Bei Vorliegen einer persistierenden Isosthenurie sollten weitere

Untersuchungen durchgefiihrt werden (WATSON, 1998).

2.1.2.3. Inadiquat konzentrierter Urin

Bei einem USG von 1.013 bis 1.029 beim Hund und 1.013 bis 1.034 bei der Katze
spricht man bei gleichzeitigem Vorliegen einer Dehydratation von einem
inaddquat konzentriertem Urin (WATSON, 1998). Bei gleichzeitigem
Vorkommen einer Azotdmie spricht dies fiir das Vorliegen einer

Nierenerkrankung (OSBORNE et al., 1995).

2.1.2.4. Hypersthenurie

Eine Hypersthenurie liegt vor, wenn die Osmolalitédt des Urins groBer als die des
Plasmas ist (DIBARTOLA, 2000b). Die Ausscheidung eines konzentrierten Urins
mit einem USG von iiber 1.030 bei Hunden und 1.035 bei Katzen weist darauf
hin, dass aktive tubuldre Resorptionsprozesse stattfinden (WATSON, 1998).
Klinische Untersuchungen von Hunden ergaben, dass ein USG von 1.030 oder
hoher ein addquates Vorhandensein von Nephronen voraussetzt (OSBORNE et
al., 1995). Trotzdem kann eine Nierenerkrankung mit dem Verlust von
Zweidritteln der Nephronen vorhanden sein (WATSON, 1998). Einige Katzen mit
Nierenschiddigung sind sogar in der Lage einen Urin mit einem USG von 1.040

bis 1.045 zu produzieren (IRIS, 2019).
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2.2 Osmolalitiit

Die Bestimmung der Osmolalitit von Urin ist das Verfahren mit der grof3ten
Spezifitit zur Beurteilung der Nierenkonzentrierungstihigkeit (CHADHA et al.,
2001). Die Messung der Osmolalitit wird deshalb als Goldstandard bezeichnet.
(CHADHA et al., 2001). Die Osmolalitdt wird durch die Anzahl aller gelGsten
Teilchen im Urin bestimmt (MORITZ, 2013). Sie ist im Gegensatz zum USG
nicht vom Molekulargewicht oder der chemischen Zusammensetzung abhingig

(WATSON, 1998).

2.2.1. Definition

Die Osmolalitit entspricht der Gesamtkonzentration aller osmotischer Teilchen in
einer Losung pro Gewichtseinheit der Losung (WATSON, 1998;
SILBERNAGEL & DESPOPOULOS, 2007). Die Einheit ist mOsm/kg
(OSBORNE et al., 1995; BARR & PESILLO-CROSBY, 2008; GUERRERO et
al., 2017). Die Osmolaritét entspricht der Gesamtkonzentration aller osmotischer
Teilchen in einer Losung pro Volumeneinheit der Losung (WATSON, 1998;
SILBERNAGEL & DESPOPOULOS, 2007). Die Einheit betrigt mOsm/I
(OSBORNE et al., 1995; BARR & PESILLO-CROSBY, 2008; GUERRERO et
al., 2017).

2.2.1.1. Osmotische Liicke

Die Berechnung der Osmolaritéit des Plasmas wird in der Veterindrmedizin hdufig
durchgefiihrt (KOHN & DIBARTOLA, 2000). Es gibt sehr viele verschiedene
Gleichungen fiir diese Berechnung (DORWART & CHALMERS, 1975;
WEISBERG, 1975; WORTHLEY et al., 1987; HOFFMAN, 1994; OSYPIW et
al., 1997). Die in der klinischen Praxis am einfachsten zu verwendete Gleichung

ist folgende:

Berechnete Osmolaritit bzw. Osmolalitit (mOsm/l bzw. mOsm/kg) = 2 (Na* +
K" + Harnstoff + Glukose (Millimol pro Liter (mmol/l)) (WATSON, 1998;
LORD, 1999)

Die Notwendigkeit der Ableitung einer berechneten Osmolaritidt basiert auf dem

Konzept der osmotischen Liicke (KRUSE & CADNAPAPHORNCHALI 1994).

Osmotische Liicke = Gemessene Osmolalitidt — Berechnete Osmolaritit (OSYPIW

et al., 1997; LORD, 1999; WILLARD & TVEDTEN, 2006a).
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Bei Verwendung der oben genannten Gleichung entspricht die osmotische Liicke
weniger als zwei Einheiten (LORD, 1999). Eine hohere Liicke wiirde bedeuten,
dass in der Probe ein weiteres Molekiil vorhanden ist, welches nicht gemessen
wird, aber zu einer wesentlichen Anderung des osmotischen Druckes fiihrt
(BARR & PESILLO-CROSBY, 2008). Die Entdeckung einer osmotischen Liicke
spielt in der Toxikologie eine wichtige Rolle, um Substanzen mit einem niedrigen
Molekulargewicht im Plasma zu identifizieren (LORD, 1999). Solche Substanzen
sind z. B. Ethanol, Methanol, Ethylenglykol oder Mannitol (CHAMPION et al.,
1975; GARCIA-MORALES et al., 2004; WILLARD & TVEDTEN, 2006a).

2.2.2. Einteilung der Osmolalit:it

Die Osmolalitét des Urins reicht bei Hunden von 50 bis iiber 2700 mOsm/kg und
bei Katzen von 50 bis iiber 3200 mOsm/kg (OSBORNE et al., 1995). Bei
gesunden Hunden konnten intra- und interindividuelle Schwankungen der
Osmolalitit von 161 bis 2830 mOsm/kg beschrieben werden (VAN VONDEREN
et al., 1997). Die tageszeitlichen Schwankungen kénnen auf das Trinkverhalten
zuriickgefiihrt werden, das im Zusammenhang mit der Aktivitit der Tiere steht.
Die Wasseraufnahme ist bei aktiven Hunden groBer als bei weniger aktiven

Hunden (O'CONNOR, 1975; GOLOB et al., 1977).

Die Osmolalitidt des Urins kann anhand des USG geschitzt werden und es wurden
mehrere Formeln zur Ermittlung der Osmolalitit aus dem USG vorgeschlagen. So
kann die Osmolalitdt geschitzt werden, indem die letzten beiden Stellen des USG
mit 35 bis 40 multipliziert werden (MILLER, 1983; ROSE & POST, 2001c).
Messungen des urinspezifischen Gewichtes von 1.001 und 1.030 entsprechen
einer Osmolalitdt von 40 und 1200 mOsm/kg (CHADHA et al., 2001). Ein USG
von 1.010 entspricht einer Osmolalitdt von 300 bis 350 mOsm/kg (ROSE &
POST, 2001c).

2.3. Korrelation zwischen urinspezifischem Gewicht und Osmolalitit

Die Korrelation zwischen zwei MessgroB3en beschreibt die Assoziation zwischen
diesen beiden Groflen (ALTMAN & BLAND, 1983; BLAND & ALTMAN,
1986). Die meisten Studien, die die Korrelation zwischen USG und Osmolalitit
untersuchten, ermittelten eine gute bis exzellente Korrelation zwischen diesen,
wenn das USG mittels Refraktometer gemessen wurde. So zeigte eine Studie, die

die Korrelation zwischen refraktometrisch bestimmten USG und Osmolalitit bei
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Katzenurinproben untersuchte, eine gute Korrelation (r = 0,967 und r = 0,960)
(BENNETT et al, 2011). Eine gute Korrelation zwischen refraktometrisch
gemessenem USG und Osmolalitit konnte auch in einer humanmedizinischen
Studie gezeigt werden (r = 0,938) (DORIZZI et al., 1987). Wird das USG mittels
Teststreifen bestimmt und mit der Osmolalitdt verglichen, ergibt sich eine
niedrigere Korrelation. So verglich eine Studie die Korrelation zwischen
refraktometrisch, kolorimetrisch (mittels Teststreifen) und hydrometrisch
bestimmtem USG und der Osmolalitdt (COSTA et al., 2010). Es ergab sich eine
gute Korrelation zwischen refraktometrisch gemessenem USG und Osmolalitét (r
= 0,81) sowie zwischen dem hydrometrisch bestimmtem USG und Osmolalitét (r
= 0,86). Die Korrelation zwischen kolorimetrisch ermitteltem USG und
Osmolalitit war deutlich geringer (r = 0,46). Weitere Studien zeigten ebenfalls
eine niedrige Korrelation zwischen mittels Teststreifen bestimmtem USG und
Osmolalitit (GOUYON & HOUCHAN, 1993; DE BUYS ROESSINGH et al.,
2001; DOSSIN et al., 2003).

Einige Autoren sind der Meinung, dass eine gute Korrelation zwischen USG und
Osmolalitit nur bei Urinproben besteht, die kein Protein und keine Glukose
enthalten (WOLF & PILLAY, 1969; GAULT et al., 1984; LEECH & PENNEY,
1987). Allerdings wurde in einigen Studien, die den Einfluss von Protein und
Glukose auf die Korrelation zwischen refraktometrisch bestimmtem USG und
Osmolalitit untersuchten, kein signifikanter Einfluss von Protein oder Glukose
(BENITEZ et al.,, 1986; AYOUB et al, 2013) festgestellt. IMRAN und
Mitarbeiter untersuchten den Einfluss von Protein und Glukose auf die Beziehung
zwischen refraktometrisch bestimmten USG und Osmolalitit sowie zwischen
kolorimetrisch gemessenem USG und Osmolalitit (IMRAN et al., 2010). Dabei
zeigte sich kein nennenswerter Einfluss von Protein und Glukose auf die
Korrelation zwischen refraktometrisch bestimmtem USG und der Osmolalitit.
Jedoch beeinflusste Protein und Glukose die Korrelation zwischen kolorimetrisch

bestimmtem USG und Osmolalitit.

3. Methoden zur Messung der Harnkonzentrierung

Bereits lange vor den Untersuchungstechniken der modernen Medizin, wurden
Urinuntersuchungen durchgefiihrt, um Hinweise auf bestimmte Krankheiten zu

erhalten (CHADHA et al.,, 2001). Die physische Untersuchung wird als
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unvollstindig ohne die Untersuchung des Urins angesehen (CHADHA et al.,
2001). Die Messung der Urinkonzentration ist ein wichtiger Bestandteil der
Urinuntersuchung  und  gibt  wichtige  Informationen  iiber  die

Nierenkonzentrierungsfihigkeit (CHADHA et al., 2001).

3.1. Messung des urinspezifischen Gewichtes

Die Bestimmung des USG erfolgt zur Beurteilung der Nierenfunktion (MILES et
al., 1954; RISHNIW & BICALHO, 2015). Das USG beim gesunden Tier kann
stark variieren (VAN VONDEREN et al., 1997) und wird bestimmt vom Wasser-
und Elektrolythaushalt des Korpers (CARRIERI et al., 2001).

Das USG kann entweder durch direkte oder indirekte Methoden bestimmt werden

(CHADHA et al., 2001).

3.1.1. Indirekte Methoden zur Messung des urinspezifischen Gewichtes
Das USG kann indirekt entweder durch die Verdnderung des refraktiven Index
mittels Refraktometer oder durch Verdnderung des pH-Wertes eines

Polyelektrolyts mittels Teststreifen bestimmt werden (CHADHA et al., 2001).

3.1.1.1. Refraktometer

In der klinischen Praxis wird das urinspezifische Gewicht am héufigsten mittels
Refraktometer bestimmt (BENNETT et al., 2011; PARIS et al., 2012; BROCK et
al., 2013). Obwohl die Bestimmung der Osmolalitit als Goldstandard zur
Evaluierung der Konzentrierungsfihigkeit der Niere betrachtet wird, hat die
Messung mittels Refraktometrie diese aufgrund der geringen notwendigen
Probenmenge, der kurzen Analysezeit und der relativ geringen Kosten verdringt
(WOLF & PILLAY, 1969; DORIZZI et al., 1987). Seit den 1960er Jahren sind
temperaturkompensierte Refraktometer erhiltlich, welche als Refraktometer des
Goldberg-Typs bezeichnet werden (OSBORNE et al., 1995; GEORGE, 2001).
Diese Refraktometer liefern reproduzierbare und akkurate Ergebnisse
(PRADELLA et al., 1988). Mittlerweile sind ebenso digitale Refraktometer
verwendbar, welche verglichen mit den bisherigen optischen Refraktometern
ebenfalls zuverldssige Ergebnisse liefern (MINTON et al., 2015; WYNESS et al.,
2016).

Es werden einige Tropfen der Probe auf die saubere Glasplatte (Prisma)

aufgetragen, anschlieend die Klappe geschlossen und das Refraktometer gegen
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eine Lichtquelle gehalten (SCHWENDENWEIN, 2019). Das Prinzip des
Refraktometers besteht darin, die Menge Licht zu analysieren, die einen Tropfen
Urin auf der Glasplatte des Refraktometers durchdringt (BARTON & HOLMES,
1998). Fliissige Losungen wie Urin enthalten Substanzen, die Licht
unterschiedlicher Wellenldngen absorbieren (NWAOKORIE & OSBORNE,
2013b). Refraktometrie basiert auf der Refraktion und kann durch nichtionische
Substanzen beeinflusst werden (KO et al., 2015). Wenn Licht von einem Medium
auf ein zweites Medium trifft, dann entsteht dabei ein kritischer Winkel
(CHADHA et al., 2001). Die Moglichkeit einer Substanz, dabei Licht zu brechen
wird als Refraktion bezeichnet (KO et al., 2015). Der kritische Winkel stellt den
maximal moglichen Winkel dar, an welchem Strahlung das zweite Medium
erreichen kann und gebrochen wird (CHADHA et al.,, 2001). Wenn eine
Projektionsfliche vor den gebrochenen Strahlen angebracht wird, dann entsteht
eine Demarkationslinie, welche am Refraktometer als USG abgelesen werden

kann (CHADHA et al., 2001).

Die Skala der Refraktometer basiert auf experimentellen Daten, die durch
Untersuchungen am Urin von Menschen gewonnen wurden. In einer Studie wurde
der Urin von Menschen, Hunden und Katzen verglichen (RUBINI & WOLF,
1957). Alle Katzenurinproben hatten ein hoheres USG als die Menschen- und
Hundeurinproben (RUBINI & WOLF, 1957). Dieser Unterschied ist
wahrscheinlich auf die Zusammensetzung der gelosten Substanzen des Urins der
verschiedenen Spezies zuriickzufiihren. Aufgrund dieser Unterschiede wurden
Spezies-spezifische Skalen fiir das USG fiir Sédugetiere wie Katzen oder
Meerschweinchen entwickelt (RUBINI & WOLF, 1957; GEORGE, 2001).
Ebenso wurden Umrechnungsformeln vorgeschlagen, um das USG von felinem
Urin, das mit Refraktometern fiir humanen und caninen Urin gemessen wurde,
umzurechnen (RUBINI & WOLF, 1957). Seit einigen Jahren sind Refraktometer
mit separaten Skalen fiir Hunde und Katzen auf dem veterindrmedizinischen

Markt erhiltlich.

3.1.1.2. Teststreifen

Teststreifen zur Messung des urinspezifischen Gewichtes sind seit den frithen
1980er Jahren erhiltlich (CHADHA et al.,, 2001). Die Teststreifen wurden
aufgrund der Einfachkeit in der Handhabung und der geringen Kosten angewendet

(CHADHA et al., 2001). Ebenfalls sind die Teststreifen in der Handhabung fiir
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Patienten in der Humanmedizin mit Nierensteinen einfach anwendbar, um ihre
Urinproduktion zu kontrollieren (KHORAMI et al., 2012). Zudem wird nur eine
kleine Menge an Urin fiir die Messung mittels Teststreifen benotigt (FREW et al.,
1982).

Die Methode basiert auf Verdnderungen eines Polyelektrolytes in der Losung,
wenn sich die Ionen in der Umgebung dndern (BURKHARDT et al., 1982). Der
Teststreifen misst die Ionenkonzentration des Urins, welche in Relation zum USG
steht (SMITH et al., 1983; OSBORNE et al., 1995). Wenn der Teststreifen mit
Urin benetzt wird, werden Protonen freigesetzt, welche mit einem pH-Indikator
des Teststreifens reagieren, die wiederum in einem Farbumschlag resultieren
(PRADELLA et al., 1988; LORD, 1999; CHADHA et al., 2001). Die relative
Dichte der Urinprobe wird deshalb indirekt bestimmt, indem die pH-basierte
Farbidnderung mit einer Farbtabelle verglichen wird, die mit Urinen von bekannter
relativer Dichte kalibriert wurde (LORD, 1999). Das Ablesen erfolgt nach einer
Inkubationszeit von 45 bis 60 Sekunden (TAYLOR & WALKER, 1982; ASSADI
& FORNELL, 1986; PRADELLA et al., 1988; CHADHA et al., 2001).
Teststreifen messen das USG in einem Bereich von 1.000 bis 1.025 oder 1.030
(OSBORNE et al., 1995; NWAOKORIE & OSBORNE, 2013Db).

Die Ergebnisse bisheriger Studien hinsichtlich der Zuverldssigkeit der
Teststreifenmethode fiir die Messung des USG ergaben kontroverse Ergebnisse.
DEFONTIS und Mitarbeiter untersuchten die Korrelation zwischen visueller bzw.
automatischer Teststreifenbestimmung mit der Refraktometermessung als
Referenzmethode bei 101 Hunde- (r = 0,63 bzw. 0,78), 50 Katzen- (r = 0,72 bzw.
0,83) und 100 Rinderurinproben (r = 0,36 bzw. 0,64) und befanden die
Teststreifenmethode als ungeeignet (DEFONTIS et al., 2013). Zu einem dhnlichen
Ergebnis kamen auch weitere Studien mit Urinproben von Hunden und Ratten
(PAQUIGNON et al., 1993; BAUER et al., 2008). Eine schlechte Korrelation
zeigten auch mehrere humanmedizinische Studien (ADAMS, 1983; ZACK, 1983;
DORIZZI & CAPUTO, 1998; DE BUYS ROESSINGH et al., 2001;
STUEMPFLE & DRURY, 2003). Andere Studien betrachteten die
Teststreifenmethode zur Messung des USG als niitzliche Messmethode.
GOUNDEN und Mitarbeiter verglichen das USG in einer humanmedizinischen
Studie, welches mittels Teststreifen gemessen wurde, mit dem USG aus

Refraktometrie, Osmolalitit und Hydrometer als Referenzmethoden und
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ermittelten hohe Korrelationskoeffizienten (r = 0,906, r = 0,831 und r = 0,900),
weshalb die Teststreifenmethode als zuverlidssig angesehen wurde (GOUNDEN &
NEWALL, 1983). Andere humanmedizinische Studien zeigten &hnliche
Ergebnisse (FREW et al., 1982; LUFT et al., 1984).

3.1.2. Direkte Methoden zur Messung des urinspezifischen Gewichts

Direkte Methoden zur Bestimmung des urinspezifischen Gewichts stellten die
ersten zuverldssigen Methoden fiir die Messung des urinspezifischen Gewichtes
dar (CHADHA et al., 2001). Die Messung des USG mittels Hydrometer des
urinspezifischen Gewichtes basierend auf der Gravimetrie begann im 17.
Jahrhundert durch den Vergleich der Gewichte von gleichen Mengen Urin und
purem Wasser. Diese Methode ist fiir den tidglichen Gebrauch jedoch nicht
praktikabel (PRADELLA et al.,, 1988; CHADHA et al.,, 2001). Trotz der
Evaluierung mehrerer gravimetrischer Methoden, sind die meisten Kliniker nur

noch mit dem Hydrometer vertraut (CHADHA et al., 2001).

3.1.2.1. Hydrometer

Ein Hydrometer misst nach dem Archimedischen Prinzip: Wenn das Hydrometer
in eine Losung wie Urin eingetaucht wird, dann verdriangt das Hydrometer soviel
Fliissigkeit bis die Gewichtskraft der verdriangten Fliissigkeit der Gewichtskraft
des eingetauchten Hydrometers entspricht (NWAOKORIE & OSBORNE,
2013b).

Das Hydrometer misst die Dichte von Urin durch die Spannkraft eines Senkbleis
mit einem diinnen Stiel, in dem sich eine Skala befindet (PRADELLA et al.,
1988; LORD, 1999; CHADHA et al.,, 2001). Das Hydrometer wird in
destilliertem Wasser und Standardlosungen mit bekannten Dichten kalibriert
(PRADELLA et al., 1988; LORD, 1999). Vor der Eingabe des Hydrometers in
den Urin muss das Hydrometer gesdubert und mit einer kleinen Menge der
Losung abgespiilt werden (PRADELLA et al., 1988; LORD, 1999). Die zu
bestimmende Fliissigkeit wird in ein Glas mit einer definierten Groe eingegeben.
Die Senkspindel wird mit einer drehenden Bewegung in die Fliissigkeit getaucht,
um sicherzustellen, dass sie frei im Messzylinder schweben kann (PRADELLA et
al., 1988; LORD, 1999; CHADHA et al., 2001). Der Wert am unteren Ende des
Meniskus wird abgelesen, bei welchem die Senkspindel in vertikaler Position zum

Stillstand gekommen ist (LORD, 1999; CHADHA et al., 2001).
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Hydrometer sind auf eine Referenztemperatur kalibriert, welche nahe der
Raumtemperatur liegt (NWAOKORIE & OSBORNE, 2013b). Die Ergebnisse
konnen deshalb bei der Messung bei unterschiedlichen Temperaturen variieren
(NWAOKORIE & OSBORNE, 2013b). Aus diesem Grund miissen Korrekturen
fir die Temperatur durchgefiihrt werden (LORD, 1999). Auch Protein und
Glukose konnen das hydrometrisch bestimmte USG beeinflussen. Das USG steigt
pro 10 Gramm pro Liter (g/1) Glukose um 0.004 an und pro 4 g/l Protein um 0.001
(LORD, 1999). Somit werden auch Korrekturen bei Urinproben mit Protein und
Glukose durchgefiihrt (LORD, 1999).

Verglichen mit der Messung mittels Refraktometer oder der Bestimmung der
Osmolalitit, ist die Hydrometermessung oftmals ungenau (NWAOKORIE &
OSBORNE, 2013b). Dies liegt an der Schwierigkeit, den Wert am Meniskus
abzulesen (MAGATH, 1955; NWAOKORIE & OSBORNE, 2013b). Zudem
tendiert das Hydrometer dazu, an den Seiten des Zylinders zu schleifen, was zu
ungenauen Messungen fithren kann (MAGATH, 1955). Ein weiterer Nachteil der
Messung mittels Hydrometer ist eine relativ grofle benotigte Probenmenge
(WOLF & PILLAY, 1969; TAYLOR & WALKER, 1982; GOUNDEN &
NEWALL, 1983; DANNEHOWER et al., 1984; PRADELLA et al., 1988) sowie
die leichte Zerbrechlichkeit des Hydrometers (TAYLOR & WALKER, 1982).

3.1.2.2. Falling Drop

Ein Tropfen Urin wird in eine Sidule getropft, die ein organisches Losungsmittel
mit bekannter spezifischer Dichte enthdlt (PRADELLA et al.,, 1988; LORD,
1999). Die Messung der Geschwindigkeit, welche der Tropfen benotigt um eine
bestimmte Strecke entlang der Sdule zu durchqueren wird genutzt, um das USG
zu berechnen (WINSTEAD et al., 1963; PRADELLA et al., 1988). Die Methode
wurde in einer Studie mit Saccharose kalibriert (WINSTEAD et al., 1963). Eine
Losung mit einem spezifischen Gewicht von 1.003 benétigte 50 + 3 Sekunden um
eine Strecke von 12 Inch zu durchqueren (WINSTEAD et al., 1963). Die Falling
Drop Messung wird als einfache und schnelle Methode zur Bestimmung des USG
angesehen (KAGAN, 1938; WINSTEAD et al., 1963). Diese Messmethode wurde
in eine automatische Methode transferiert (CLEMENS & HURTLE, 1972). Die
automatische Methode liefert prizise Ergebnisse verglichen mit Messungen durch

das Refraktometer (HAGER et al., 1972).
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3.1.2.3. Vibrating Capillar

Diese Technik basiert auf dem Prinzip, dass die Haiufigkeit von
Geriduschvibrationen in Bezug zu der Dichte des Mediums steht, welche sie
durchdringen muss (LORD, 1999). Die Messung von Veridnderungen bei
harmonischen Wellenschwingungen kann genutzt werden, um das urinspezifische
Gewicht zu berechnen (GANGWER et al., 1986). Basierend auf diesem Prinzip
wurden semiautomatische Messinstrumente entwickelt (PRADELLA et al., 1988).
Fiir die Messung werden Proben von 2 ml benétigt (PRADELLA et al., 1988).
Eine Linearitit der Messungen der harmonischen Wellenschwingungen konnte fiir

ein USG von 1.002 bis 1.085 gezeigt werden (GANGWER et al., 1986).

3.2. Messung der Osmolalitéit

Die Messung der Osmolalitit wird als Goldstandard zur Beurteilung der
Nierenkonzentrierungsfihigkeit betrachtet (BROCK et al., 2013; SOUZA et al.,
2015). Die Osmolalitit ist ein zuverldssiges Hilfsmittel bei der Bestimmung der
Nierenfunktion bei klinischen Fillen wie akuter Niereninsuffizienz oder
chronischer Nierenerkrankung (SOUZA et al., 2015). Die Osmolalitit wird heute
jedoch nicht mehr routinemiBig bestimmt, seitdem sich andere Methoden wie die
refraktometrische Messung des USG durchgesetzt haben (SOUZA et al., 2015).
Die Messung der Osmolalitit sollte jedoch durchgefiihrt werden, wenn wichtige
klinische Entscheidungen getroffen werden miissen (KNAPP, 1982), z. B. bei
undiagnostizierter persistierender Polyurie oder wenn Fehler bei der Bestimmung
der Nierenfunktion von signifikanter Konsequenz sind (NWAOKORIE &
OSBORNE, 2013b). Die Osmolalitit des Harns und die Serumosmolalitit wird
ebenso gemessen, um bei der Diagnose und dem Management von Polyurie,
Hypernatridmie  und  Hyponatridmie zu  helfen = (BEVAN, 1978c;
BEZUIDENHOUT et al., 2016).

3.2.1. Osmometrie

Die Osmometrie ist eine Technik zur Messung der Konzentration von Partikeln in
einer Losung (BEVAN, 1978b). Die osmolare Konzentration kann entweder als
Osmolalitit oder als Osmolaritit angegeben werden. Dabei bezieht sich die
Osmolalitit auf die Anzahl der Mole der osmotisch aktiven Partikeln pro
Kilogramm der Losung (mOsm/kg), wihrend sich die Osmolaritdt auf die Anzahl
der Mole der Partikel pro Liter der Losung bezieht (BEVAN, 1978b; BARR &
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PESILLO-CROSBY, 2008). Dabei unterscheiden sich beide darin, dass die
Osmolaritdt durch Verdnderungen der Temperatur der Losung beeinflusst wird,
wihrend dies bei der Osmolalitit nicht der Fall ist (LORD, 1999; CHADHA et al.,
2001). Dieser Unterschied ist jedoch nicht von klinischer Relevanz und

vernachldssigbar und meistens werden die Begriffe auswechselbar verwendet

(BARR & PESILLO-CROSBY, 2008).

In der klinischen Medizin wird die osmotische Konzentration mittels Osmometer
bestimmt (NWAOKORIE & OSBORNE, 2013b). Bei dieser Bestimmung nutzt
man die Tatsache, dass die Losung einer oder mehrerer Substanzen in einem
Losungsmittel zu einer Anderung der vier mathematisch in Wechselbeziehung
stehenden physikalischen Eigenschaften fiihrt: dem osmotischen Druck, dem

Gefrierpunkt, dem Dampfdruck und dem Siedepunkt (OSBORNE et al., 1995).

Wenn eine geloste Substanz, z. B. NaCl zu einem Losungsmittel hinzugefiigt

wird, dann fihrt dies zu

e cinem Anstieg des osmotischen Drucks

¢ cinem Abfall des Dampfdrucks

e cinem Anstieg des Siedepunkts

e cinem Abfall des Gefrierpunktes (ABELE, 1963; OSBORNE et al., 1995;
LORD, 1999; NWAOKORIE & OSBORNE, 2013b).

Diese Charakteristika einer Losung werden auch als kolligative Eigenschaften
bezeichnet (PRADELLA et al., 1988; LORD, 1999). Sie variieren abhingig von
der gesamten Anzahl der gelosten Partikel pro Menge Losungsmittel und sind
unabhingig von der Homogenitit oder Nichthomogenitidt der molekularen Art,
dem Molekulargewicht und der MolekiilgroBe (OSBORNE et al., 1995; LORD,
1999). Theoretisch lésst sich jede dieser vier kolligativen Eigenschaften als Basis
fiir die Osmolalititsmessung nutzen (LORD, 1999). Die Osmolalitédt wird klinisch
in der Regel mittels Gefrierpunktserniedrigung oder Dampfdruckerniedrigung
bestimmt (CHADHA et al., 2001; WILLARD & TVEDTEN, 2006a;
NWAOKORIE & OSBORNE, 2013b). Dabei messen die Osmometer die
Verinderungen des Gefrierpunktes oder des Dampfdruckes unbekannter
Losungen und nutzen Standardlosungen als Referenzpunkte (NWAOKORIE &
OSBORNE, 2013b).
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3.2.1.1. Gefrierpunktserniedrigung (Freezing point depression osmometer)
Die Gefrierpunktserniedrigung nutzt die Tatsache, dass eine Losung mit einer
Osmolalitit von 1 Mol pro Liter (mol/l) einen um 1,86 Grad Celsius (°C)
niedrigeren Gefrierpunkt als Wasser besitzt (CHADHA et al., 2001;
NWAOKORIE & OSBORNE, 2013b). Die Messung basiert somit auf dem
Prinzip, dass jedes Mol eines gelosten Stoffes den Gefrierpunkt einer Fliissigkeit
um 1,86 °C senkt. Wenn die geloste Substanz in einem puren LOsungsmittel
gelost wird, dann 4ndert sich die kolligative Eigenschaft der Losung in direkter
Proportion zu der gelosten Konzentration (KOUMANTAKIS & WYNDHAM,
1989).

Die Probe wird in das Gerit eingefiillt. Die Probe wird innerhalb einer
Kiihlfliissigkeit heruntergekiihlt (LORD, 1999). Ein schneller Rithrmechanismus
wird genutzt, um Kiristallisation herbeizufiihren (BEVAN, 1978b; LORD, 1999).
Die Temperatur steigt dann aufgrund latenter Hitze der Kristallisation an (LORD,
1999). Ein Thermistor misst die Temperatur und vergleicht diese mit
Standardlosungen, wodurch die Bestimmung der Osmolalitit moglich ist (LORD,

1999).

Die Gefrierpunkterniedrigung wurde héufiger zur Bestimmung der Osmolalitét
genutzt als die Bestimmung des Siedepunkts oder des osmotischen Drucks
(FORMAN & CHANGUS, 1968). Diese Messmethode hat den Vorteil gegeniiber
der Bestimmung mittels Dampfdruckerniedrigung, dass die Osmolalitit auch in
Anwesenheit von leichtfliichtigen Substanzen, z. B. Alkohol gemessen werden
kann (ROCCO, 1976; SWEENEY & BEUCHAT, 1993). Die Messung in
Anwesenheit von Ethanol wiirde zu einer Unterschitzung der Osmolalitit durch
die Dampfdruckerniedrigung fithren (ROCCO, 1976; BARR & PESILLO-
CROSBY, 2008).

3.2.1.2. Dampfdruckerniedrigung (Vapour pressure osmometer)

Die Dampfdruckerniedrigung basiert auf dem Prinzip, dass eine Verringerung des
Dampfdrucks einer Losung zu einem Abfall des Taupunkts fiihrt (LORD, 1999).
Der Taupunkt ist die Temperatur, bei welcher der gesittigte Dampfdruck dem

aktuellen Dampfdruck des enthaltenen Wasserdampfes entspricht (LORD, 1999).

Ein Filterpapier wird in der zu messenden Probe getrinkt und in eine

Messkammer verbracht, welche anschliefend versiegelt wird (LORD, 1999). In



II. Literaturiibersicht 29

dieser Kammer befinden sich zwei empfindliche Halbleiter-Wirmefiihler
(BEVAN, 1978b). Wenn Wirme und Dampfdruck einen Gleichgewichtszustand
erreicht haben, wird der Wirmefiihler unter den Taupunkt gekiihlt, wodurch
Wasser auf dem Wirmefiihler kondensiert und Kondensationswédrme frei wird
(LORD, 1999). Die Temperatur des Wirmefiihlers steigt aus diesem Grund an bis
sie den Taupunkt erreicht, bei welchem kein Wasser mehr kondensiert (BEVAN,
1978b; LORD, 1999). Die Temperatur des Wirmefithlers wird mit
Standardlosungen verglichen, um die Osmolalitit zu berechnen (LORD, 1999).

Kommerziell erhiltliche Dampfdruck-Osmometer haben einen Messbereich
zwischen 100 und 3000 Millimol pro Kilogramm (mmol/kg) (SWEENEY &
BEUCHAT, 1993). Es werden relativ geringe Probenmengen benotigt (BEVAN,
1978b). Die Methode der Dampfdruckerniedrigung ist im Vergleich zur
Gefrierpunktserniedrigung weniger prizise (KOUMANTAKIS & WYNDHAM,
1989). Ein weiterer Nachteil ist, dass die Dampfdruckerniedrigung nicht bei
Anwesenheit leicht fliichtiger Substanzen, wie z. B. Ethanol bestimmt werden
kann (ROCCO, 1976). Diese Messmethode wiirde die leicht fliichtigen
Substanzen nicht erkennen (DRAVIAM et al., 1984). Dampfdruck-Osmometer
sind jedoch bei Urinproben mit hoher Osmolalitit der Messung mittels

Gefrierpunkterniedrigung vorzuziehen (NWAOKORIE & OSBORNE, 2013a).

3.2.1.3. Kolloid osmotischer Druck (Osmotic pressure)

Die Osmolalitit beschreibt den osmotischen Druck einer Losung, wenn ein
geloster Stoff, z. B. Salz oder Zucker, zu einem klaren Losungsmittel wie Wasser
zugefiigt wird (SWEENEY & BEUCHAT, 1993). Erste Untersuchungen des
osmotischen Drucks fanden im Jahre 1877 durch den Botaniker Pfeffer statt.
Dieser definierte den osmotischen Druck als den Druck, der aufgewendet werden
muss, um die Netto-Passage von gelosten Molekiilen durch eine semipermeable
Membran zu verhindern. Der kolloid osmotische Druck oder onkotische Druck
beschreibt einen Gleichgewichtszustand, bei welchem zwei Losungen, von der
eine kolloidale Partikel enthilt, durch eine semipermeable Membran getrennt sind
(MORISSETTE, 1977). Das Van’t-Hoff’sche Gesetz zeigt den Zusammenhang

zwischen osmotischem Druck, osmotischer Konzentration und Temperatur:
nV=RToderr=CRT

1t = osmotischer Druck
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V = Volumen der Losung
R = Gaskonstante
T = absolute Temperatur

C = Konzentration des gelosten Stoffes in mol/l (BEVAN, 1978b; PRADELLA et
al., 1988; SILBERNAGEL & DESPOPOULOS, 2007).

Demnach kann die Konzentration bestimmt werden, wenn der osmotische Druck
einer Losung bei einer vorgegebenen Temperatur gemessen wird (BEVAN,
1978b). Eine solche Beziehung besteht nur bei verdiinnten Losungen

(PRADELLA et al., 1988).

Der kolloid osmotische Druck von Plasma oder Serum kann durch ein Osmometer
gemessen werden, welches aus einer Probenzelle besteht, die von einer
Referenzzelle durch eine synthetische Membran getrennt ist, welche die vaskulidre
Membran simulieren soll (BEVAN, 1978b; LORD, 1999). Die semipermeable
Membran muss fiir kleine Molekiile vollstindig permeabel sein, aber impermeabel
fiir groBere Molekiile (MORISSETTE, 1977). Das Serum des Patienten wird in
die Probenzelle gegeben (LORD, 1999). Die Referenzzelle enthilt isotonische
Salze, um einen @hnlichen Effekt wie die interstitielle Fliissigkeit zu erzeugen
(LORD, 1999). Es findet eine Netto-Wanderung von Wassermolekiilen und
diffusionsfdahigen gelosten Ionen von der Referenzzelle in die Probenzelle statt
(MORISSETTE, 1977; LORD, 1999). Der daraus resultierende negative Druck in
der Referenzzelle wird durch einen Signalwandler erkannt und in einen Druck
umgewandelt, wenn der Gleichgewichtszustand erlangt wird (BEVAN, 1978b;
LORD, 1999).

Der osmotische Druck wird in der Praxis nur sehr selten bestimmt aufgrund der
Schwierigkeit eine perfekte semipermeable Membran zu erhalten (SWEENEY &
BEUCHAT, 1993).

3.2.14. Siedepunkt (Boiling point)
Die Messung der Osmolalitdt durch die Siedepunktbestimmung macht sich die
Tatsache zu Nutze, dass ein Gemisch bei einer bestimmten Temperatur in der

Phase (fest, fliissig oder gasartig) besteht, welche das niedrigste chemische
Potenzial besitzt (SWEENEY & BEUCHAT, 1993).
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Die Siedepunkterhohung wird nur selten zur Bestimmung der Osmolalitédt genutzt,
da die Methode nicht geeignet fiir Losungen ist, die Substanzen enthalten, welche

bei hohen Temperaturen instabil sind (SWEENEY & BEUCHAT, 1993).

4. Einfluss verschiedener Parameter auf das USG

Das urinspezifische Gewicht als Messung der Dichte ist abhéngig von der Anzahl,
der GroBe und der chemischen Zusammensetzung der im Urin geltsten Partikel,
wihrend die Osmolalidt als Bestimmung der totalen Konzentration lediglich von
der Anzahl der im Urin befindlichen Partikel beeinflusst wird (CHADHA et al.,
2001; NWAOKORIE & OSBORNE, 2013b). Aus diesem Grund hat jede geloste
Substanz ihren eigenen charakteristischen Einfluss auf das USG sowie die
Osmolalitit. Auch die einzelnen Methoden zur Messung des USG werden auf

unterschiedliche Weise beeinflusst.

4.1. Einfluss von Protein

Normale Individuen scheiden sehr geringe Mengen von Protein im Urin aus
(ROTA et al.,, 2012). Eine persistierend erhohte Proteinausscheidung kann
hinweisend auf eine Nierenerkrankung sein (ROTA et al., 2012). Studien, die den
Einfluss von Protein auf das urinspezifische Gewicht untersuchten, kamen zu

unterschiedlichen Ergebnissen.

GrofBlere Mengen Protein im Urin verursachen einen iiberproportionalen Anstieg
des USG bei der Bestimmung mittels Refraktometer oder Urinometer (CHADHA
et al., 2001). Ein Proteingehalt von 10 g/l fiihrt zu einem Anstieg des USG um
0.003 (CHADHA et al., 2001). Experimentelle Studien zeigten, dass die Zugabe
von 4 Gramm (g) Albumin zu einem Liter Urin das USG um 0.001 anstiegen
lieBen (NWAOKORIE & OSBORNE, 2013b). Dagegen scheinen geringere
Mengen an Protein (1 g/1) einen vernachldssigbaren Einfluss auf das USG,
gemessen mittels Refraktometer und Urinometer, zu haben (CHADHA et al.,

2001).

Wird das USG jedoch mittels Teststreifen bestimmt, steigt das USG pro 1 g/l
Protein um 0.005 an (KIRSCHBAUM, 1983; CHADHA et al., 2001).
BURKARDT und Mitarbeiter zeigten jedoch in einer Studie, dass der Unterschied
des USG zwischen Refraktometer und Teststreifen bis zu einem Proteingehalt von

1 g/1 zu keiner Verdnderung des USG um mehr als 0.002 fiihrt (BURKHARDT et
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al., 1982).

Substanzen mit einem  groBeren  Molekulargewicht, wie  Protein
(Molekulargewicht = 68000) und Radiokontrastmittel haben einen minimalen
Effekt auf die Osmolalitit (CHADHA et al., 2001). Der Einfluss von 1 g/l bis 10
g/l Protein auf die Osmolalitdt ist vernachldssigbar (AUDOUIN et al., 1985;
NWAOKORIE & OSBORNE, 2013b). Bei einem Proteingehalt von 1 g/l kommt
es zu einem Anstieg der Osmolalitdt um weniger als 1 mOsm/kg (NWAOKORIE
& OSBORNE, 2013b). Der Proteingehalt von 10 g/l fiihrt zu einem Anstieg von
lediglich 3 mOsm/kg (CHADHA et al., 2001).

4.2, Einfluss von Glukose

Das Vorkommen von Glukose im Urin verursacht wie Protein einen Anstieg des
urinspezifischen Gewichtes bei der Messung durch ein Hydrometer oder ein
Refraktometer (CHADHA et al., 2001). Pro 10 g/l Glukose steigt das USG um
0.004 an (LORD, 1999; CHADHA et al., 2001; MORITZ, 2013). Werden 2,7 g
Glukose zu einem Liter Urin hinzugefiigt steigt das USG um 0.001
(NWAOKORIE & OSBORNE, 2013Db).

Die kolorimetrische Bestimmung des USG mittels Teststreifen wird durch
Glukose nicht wesentlich beeinflusst (BURKHARDT et al., 1982; PRADELLA et
al.,, 1988; CHADHA et al.,, 2001). In einer experimentellen Studie fiihrte die
Zugabe von 1 mol (180 g) Glukose zu einem Liter Urin zu einem nur geringen
Anstieg des USG (KIRSCHBAUM, 1983). Dieser Anstieg entsprach lediglich 11
% des Anstiegs bei hydrometrischer Messung des USG nach dieser
Glukosezugabe (KIRSCHBAUM, 1983).

Die Osmolalitiat wird ebenfalls durch das Vorhandensein von Glukose beeinflusst.
Ein Glukosegehalt von 10 g/ fiihrt zu einem Anstieg der Osmolalitdt um etwa 55
mOsm/kg (CHADHA et al., 2001).

4.3. Einfluss der Temperatur

Urin ist eine heterogene Losung, welche zahlreiche Bestandteile enthilt, von
denen manche labil sind und sich mit der Zeit verdndern (WIWANITKIT, 2010).
Die Dichte sowie der refraktive Index einer Losung werden durch Verinderungen
der Temperatur beeinflusst (CHADHA et al., 2001). Die Dichte des Urins sinkt
mit dem Anstieg der Temperatur (NWAOKORIE & OSBORNE, 2013b).
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Umgekehrt steigt die Urindichte mit einem Temperaturabfall (NWAOKORIE &
OSBORNE, 2013b). Die Bestimmung des USG mittels Hydrometer und auch
mittels Refraktometer ist empfindlich gegeniiber Temperaturverinderungen
(GOUNDEN & NEWALL, 1983; CHADHA et al., 2001). Eine Messung des
USG nahe der Korpertemperatur wiirde zu einer signifikanten Unterschitzung der
Dichte fithren (CHADHA et al., 2001). So entspricht ein bei 37 °C gemessenes
USG von 1.018 einem wahren Wert von 1.025, wenn dieses bei einer
Vergleichstemperatur von 16 °C bestimmt wird (CHADHA et al., 2001).
Hydrometer sind auf einer Referenztemperatur geeicht, welche in der Regel nahe
der Raumtemperatur liegt (NWAOKORIE & OSBORNE, 2013b). Die Korrektur
fiir die Temperatur wird durch Subtraktion von jeweils 0.001 Einheiten pro 2 °C

bzw. 3 °C durchgefiihrt.

Die heute erhiltlichen Refraktometer sind in der Regel temperaturkompensiert.
Das System der Temperaturkompensation geht auf den Erfinder Herbert Goldberg
zuriick (GEORGE, 2001). Die Messungen werden automatisch um 0.001
Einheiten pro 3 °C angeglichen (PRADELLA et al., 1988).

Die Messung des USG mittels Teststreifen wird durch die Temperatur nicht
beeinflusst (CHADHA et al., 2001). TAYLOR und Mitarbeiter zeigten, dass die
Messung bei einer Urintemperatur zwischen 4 °C und 37 °C nicht beeinflusst

wurde (TAYLOR & WALKER, 1982).

4.4. Einfluss des pH-Wertes
Der pH-Wert hat keinen Einfluss auf die Messung des USG mittels Hydrometer
oder Refraktometer (CHADHA et al., 2001; IMRAN et al., 2010).

Die Messung mittels Teststreifen basiert auf dem Prinzip der Verdnderungen eines
auf dem Teststreifen vorhandenen Polyelektrolyts in Relation zur Konzentration
von geladenen gelosten Substanzen in Urin (NWAOKORIE & OSBORNE,
2013b). Bei dieser Reaktion kommt es zur Freisetzung von Protonen durch das
Polyelektrolyt, welche den pH-Wert der Losung senken, was in einem
Farbumschlag resultiert (BURKHARDT et al., 1982; DORIZZI & CAPUTO,
1998; NWAOKORIE & OSBORNE, 2013b). Aus diesem Grund wird die
Messung des Teststeifens stark durch den pH-Wert des Urins beeinflusst
(CHADHA et al., 2001). Es zeigten sich falsch niedrige Ergebnisse des USG in
alkalischen Urinproben und umgekehrt (ADAMS, 1983). Die Hersteller
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empfehlen deshalb eine Anpassung durch Addition von 0.005 fiir Urinproben mit
einem pH-Wert > 6,5 (ADAMS, 1983; CHADHA et al., 2001). BURKHARDT
und Mitarbeiter konnten in einer experimentellen Studie durch diese Anpassung
eine Verbesserung der Korrelation zwischen Ergebnissen des Teststreifens und
den Ergebnissen von Refraktometer und Hydrometer zeigen (BURKHARDT et
al., 1982). Eine andere Studie erhielt keine verbesserte Korrelation durch die
durchgefiihrte Korrektur (ADAMS, 1983). Die Messung des USG mittels
Teststreifen aus alkalischen Urinproben ist nicht verldsslich (KIRSCHBAUM,
1983). Automatische Teststreifenlesegerite fithren automatisch eine Korrektur fiir

Urinproben mit einem pH-Wert > 6,5 durch (CHADHA et al., 2001).

4.5. Einfluss von Rontgenkontrastmittel

Eine experimentelle Studie zeigte, dass die Messung des USG sowohl mittels
Refraktometer als auch mittels Hydrometer durch Rontgenkontrastmittel
beeinflusst wird (SMITH et al.,, 1983). Dabei fiihrte die Zugabe von
Kontrastmittel zu Urinproben bei einem Ausgangswert von 1.005 bis 1.006 zu
einem Anstieg des USG auf 1.056 bis 1.060. Die Bestimmung durch die
Teststreifenmethode und die Osmolalitit werden durch Rontgenkontrastmittel

nicht beeinflusst (SMITH et al., 1983).

4.6. Einfluss der Lagerungszeit

Bisherige Studien, die den Einfluss der Lagerungszeit auf das USG untersuchten,
befassten sich mit kiirzeren Lagerungszeiten von bis zu sieben Tagen. Eine
Studie, die das USG innerhalb 60 Minuten nach Uringewinnung sowie nach einer
Lagerungszeit von sechs und 24 Stunden bestimmte, ermittelte keinen
signifikanten Einfluss der Lagerungszeit auf die Ergebnisse (ALBASAN et al.,
2003). Zwei weitere Studien, die den Effekt einer Lagerungszeit von bis zu fiinf
Stunden untersuchten, zeigten ebenfalls keine klinisch relevanten Verdnderungen
(STEINBERG et al.,, 2009; VELJIKOVIC et al., 2012). Eine neuere Studie
hingegen konnte eine signifikante Erniedrigung des USG nach einer
Lagerungszeit von zwei und sieben Tagen bei —20 °C und nach einem, zwei und

sieben Tagen bei —80 °C ermitteln (ADAMS et al., 2017).

Eine Studie untersuchte den Einfluss der Lagerungszeit auf die Urinsosmolalitét
nach 30 Minuten, drei, sechs, zwolf und 36 Stunden bei einer

Lagerungstemperatur von 4 bis 8 °C und bei Raumtemperatur
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(BEZUIDENHOUT et al., 2016). Dabei zeigten sich keine signifikanten
Veridnderungen zwischen Anfangsmessungen und den Messungen nach den
genannten Lagerungszeiten. Die Osmolalitit nach einer Lagerungszeit von 36
Stunden bei Raumtemperatur dnderte sich um weniger als 1 mOsm/kg. Eine
andere Studie hingegen, welche den Einfluss bei einer Lagerungstemperatur von 7
und 22 °C nach einer Lagerungszeit von einem, zwei, drei, sieben und zehn
Tagen untersuchte, ermittelte eine signifikante Verdnderung der Osmolalitét
bereits nach 24 Stunden bei einer Lagerungstemperatur von 22 °C (ADAMS et al.,
2019). Bei einer Lagerungstemperatur von 7 °C blieb die Osmolalitit bis zu einer

Lagerungsdauer von drei Tagen stabil.
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Abstract. Urine specific gravity (USG), which is usually measured by refractometry, is an important indicator of renal
concentrating ability. Few studies have evaluated refractometers with separate scales for canine and feline urine. Variables such
as protein content or storage time may influence the USG. We compared the effects of measuring USG with a refractometer
with single or separate scales for canine and feline urine, investigated inter- and intra-observer variability, and measured
agreement between whole urine and supernatant. We evaluated the correlation between USG and osmolality, the influence
of urinary protein on USG and osmolality, and the impact of storage time up to 6 mo. We examined 252 canine and 126
feline samples. Bland-Altman analysis revealed higher USG values of the single-scale refractometer than the dual-scale
refractometer, with a mean difference (bias) of < 0.001 for canine and 0.003 for feline specimens. Inter- and intra-observer
variability were acceptable. Good agreement was shown between USG of whole urine and supernatant. Correlations between
USG and osmolality were excellent (0.98-0.99, p< 0.001). Proteinuria up to 1 g/L had no major impact on USG or osmolality.
Storage time had no significant effect on USG. The difference between the refractometers is clinically irrelevant, and the use
of a refractometer with separate feline and canine scales is unnecessary. Whole urine and supematant stored up to 6 mo can
both be used for USG measurement. The influence of proteinuria <1 g/L. on USG and osmolality is negligible.

Key words: canine urine; feline urine; osmolality; proteinuria; refractometer; storage time; urine specific gravity.

Introduction together was higher than the refractive index for human sam-
ples alone. In that study, all 22 feline samples had specific
gravities > 1.030; the 21 canine and 190 human urines were
more dilute. Based on these calculations, refractometers with
separate scales for canine and feline urine samples have been
available for several years, but only a few studies have exam-
ined their usefulness for measurement of USG in feline urine
samples.*'? Previous studies have compared osmolality and
USG measured by refractometry, and most had good correla-
tion."""* Refractometry is therefore accepted as an adequate
surrogate of osmolality,” Although a 2002 study demon-
strated an impact of proteinuria on USG and osmolality,”
this was not confirmed in a 2013 study.’

In human and veterinary practice, measurement of USG is
usually performed by using fresh whole urine immediately
after collection. However, in laboratory studies, USG or osmo-
lality is often determined from stored urine supernatants. A

Evaluation of renal concentrating ability is an important test
to confirm diagnoses of chronic kidney disease or acute kid-
ney injury.'” Osmolality is the gold standard for evaluating
the kidney’s urine concentration ability, but determination of
urine specific gravity (USG) is commonly used as a practical
alternative and is considered a sensitive test of renal concen-
trating ability.?* USG is defined as the ratio of the weight of
a volume of urine to the weight of the same volume of dis-
tilled water and is affected by the number, molecular mass,
and chemical structure of particles.”* In contrast, osmolality
is the total solute concentration and is only affected by the
number of parti{:les:’ For this reason, heavier molecules,
such as proteins, should have a larger effect on USG than on
osmolality. Reference methods to measure USG are pycnom-
etry and measurement of total solids after drying. Despite
inconsistencies between results obtained by reference meth-
ods and refractometry,” the latter is used in most veterinary
clinics and laboratories. Determination of USG with a refrac-

Clinic of Small Animal Medicine (Mésch, Weber, Hartmann, Dorsch),
g i E Department of Anatomy, Histology and Embryology (Reese), Centre for
tometer is simple to perform and inexpensive. Clinical Veterinary Medicine, Ludwig-Maximilians-University, Munich,

Formulas for the relationship between total solids and Bavaria, Germany.
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oped 60y ago.” Urine samples of 190 humans, 21 dogs, and  Medicine, Ludwig-Maximilians-University, Munich 80539, Germany.
22 cats were included. The refractive index for all samples marmoesch@web.de
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Figure 1. Unne specimen handling scheme. Observer 1 performed 2 readings with each refractometer, the dual-scale and the single-
scale refractometer. Observer 2 did one reading with each refractometer. The measurement of urine specific gravity (USG) from supernatant
was only performed by observer 1 who did 2 readings with each refractometer. Urine protein concentration was measured in 56 of 85
samples in which determination of osmolality was performed. Repeated USG measurements after storage were performed by observer 1
(2 measurements with each refractometer). Osmolality after storage was measured in 94 samples. In 80 samples, osmolality of both fresh
whole urine and of stored supernatant was determined. For all statistical analyses including USG, the first reading of observer 1 was used.

difference between whole urine and supernatant USG has not
been reported, nor how prolonged storage time of weeks or
months influences the results, to our knowledge.

Quraims were 1) to compare 2 optical refractometers, one
with a single scale and one with separate scales for canine
and feline urine samples, 2) to evaluate inter- and intra-
observer variability, 3) to measure the agreement between
whole urine and supernatant USG, 4) to evaluate the correla-
tion between USG and osmolality, 5) to investigate the influ-
ence of protein content on the correlation between USG and
osmolality, and 6) to determine the influence of up to 6 mo of
storage on USG.

Materials and methods

Urine specimens from dogs and cats presented to the Clinic
of Small Animal Medicine at the Ludwig-Maximilians-Uni-
versity (LMU) in Munich, Germany because of health issues,
and from healthy dogs and cats of clinic staff members, were
consecutively collected from June 2015 to April 2016. Dogs
and cats were included regardless of breed, age, sex, medical
condition, or method of urine collection. Inclusion criteria
were a minimum volume of urine of 3.0 mL and the ability to
examine the samples within 1 h of collection. Analyses were
performed by 2 independent blinded observers (defined as
observers | and 2; Fig. 1). The study was approved by the
ethical committee of the veterinary faculty of the LMU
Munich (50-15-06-2015).

All statistical analyses were conducted using MedCalc
statistical software v.16.4.3 (MedCalc Software, Ostend,
Belgium). A p £0.05 was considered statistically significant.

Refractometer comparison

USG of fresh whole urine was determined by an optical
hand-held clinical refractometer (Rhino Vet 360; Reichert
Analytical Instruments, Depew, NY) with separate scales
for dogs and cats, and with an optical bench-top refractom-
eter (SPR-T2; Atago, Tokyo, Japan) with a single scale,
referred to as dual-scale and single-scale refractometers,
respectively. The former has a refractometer range of
1.000-1.060; the latter has a single common reading scale
with a range of 1.000-1.050. Two drops (~ 0.1 mL total) of
fresh whole urine were placed on the prism of each refrac-
tometer. Both devices were calibrated to 1.000 with dis-
tilled water after every 5 readings and cleaned with a soft
tissue after each sample. USG was measured once with
each instrument by observer 2, and twice by observer |,
using either the dog or the cat scale of the dual-scale refrac-
tometer as was species appropriate. The mean differences
(bias) of USG readings between refractometers were evalu-
ated with Bland—Altman analysis using the first readings of
observer 1, against the assumption that there would be no
significant difference between refractometers. Good agree-
ment was defined relative to a refractometer’s minimum
resolution of 0.005.
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Evaluation of inter- and intra-observer

variability

Whole urine USG was measured with each refractometer
twice by observer | and once by observer 2. Observers | and
2 were blinded to each other’s readings. For evaluation of
intra-observer variability, the duplicate readings of observer
I were used. For evaluation of inter-observer variability of
the refractometer results, the first reading of observer 1 and
the reading of observer 2 were used. Usually, several urine
samples (< 10 samples) were investigated at the same time
by observer 1. The second measurement of observer 1 was
performed on all samples directly after the first measurement
within 20 min and using a different randomly selected order
to ensure that observer | was blinded to the first reading.
When only one urine sample was analyzed, observer | could
not be blinded to the first reading. Readings were then per-
formed by observer 2. Inter- and intra-observer variability
were calculated by a coefficient of variation for repeated
measurements (CV).

USG agreement between whole urine and
supernatant

After USG measurement of fresh whole urine samples, urine
specimens were centrifuged for 5 min at 1,500 x g. The super-
natant was separated for the measurement of USG using the
dual-scale and the single-scale refractometers twice by
observer 1. The measurements of observer 1 were performed
in the same way as described above. The agreement between
results of whole urine and supernatant was evaluated with
Bland—Altman analysis using the first readings of observer 1.

USG and osmolality correlation

One aliquot of the supematant of all samples was frozen at
—20°C and stored until determination of urine osmolality.
Osmolality was measured in a subset of fresh whole urine
samples and stored supernatant aliquots. Frozen supernatants
were brought to room temperature. Urine osmolality was
measured in duplicate with a freezing-point depression
osmometer (Automatic semi-micro; Knauer, Berlin, Ger-
many). Two-point calibration was done with distilled water
(0 mOsm/kg) and a 400 mOsm/kg solution according to the
manufacturer’s instructions. USG measurements of fresh
whole urine and the frozen supernatant (first reading of
observer | of each) were used to calculate the correlation
between osmolality of fresh whole urine and USG and
between osmolality of stored supernatants and USG, respec-
tively.

The relationship between USG readings obtained with
each refractometer and osmolality was measured by Pearson
correlation coefficient. Duplicate osmolality measurements
of the initially measured fresh whole urine samples were
used to assess repeatability using CV.

Influence of protein on USG and osmolality

To evaluate the influence of protein on USG and osmolality,
protein was determined in a subset of fresh whole urine sam-
ples in which measurement of USG and osmolality was per-
formed as described above. Urine protein concentration was
measured (Cobas INTEGRA 400 plus chemistry analyzer;
Roche Diagnostics, Mannheim, Germany). Linear regression
analysis was performed to examine the influence of protein
on the relationship between USG and osmolality. For USG,
the first readings of observer 1 were used for this analysis.

Influence of storage time on USG

To assess the influence of storage time on USG measure-
ment, whole urine samples and supernatants were stored at
4°C and at —20°C, respectively. A subset of the samples was
measured again after a storage time of 1-6 mo. Specimens
were brought to room temperature prior to measuring. USG
of the whole urine and the supernatant was measured twice
by observer 1 using the 2 refractometers. The comparison
between fresh and stored whole urine as well as between
fresh and stored supernatant was performed with Bland-Alt-
man analysis using the first readings of observer 1.

Results

Of the 252 canine and 126 feline specimens in our study, 232
were collected via cystocentesis, 6 were catheter-derived sam-
ples, and 140 samples were free-catch. All cystocentesis- and
catheter-derived urine samples, as well as 115 free-catch sam-
ples, were obtained from patients in which a urinalysis was
medically indicated for further investigation; 25 free-catch
samples were collected from dogs and cats of staff members of
the clinic. The canine sample consisted of 119 males (41 cas-
trated, 78 intact) and 133 females (84 spayed, 49 intact). The
cat sample included 75 males (51 castrated, 24 intact) and 51
females (44 spayed, 7 intact). Ages of dogs were 2mo to 16y
(mean £ SD, 7.844.4 y) and of cats were 7mo to 20y (9.0£4.7
y). For patients presented because of clinical problems (Sup-
plementary Table 1), USG of canine whole urine was 1.004—
1.053, and for feline specimens was 1.002 to > 1.060. USG of
clinically normal dogs and cats was 1.019 to > 1.060 and
1.020-1.042, respectively. Osmolality measurements of super-
natant for clinical patients were 108-2,070 mOsm/kg for
canine samples and §7-2,640 mOsm/kg for feline specimens.
Osmolality of clinically normal dogs and cats was 689-2,020
mOsm/kg and 760-1,860 mOsm/kg, respectively.

Refractometer comparison

There was good agreement between the 2 refractometers for
measurements of USG of fresh whole urine (p<0.001 for
dog and cat samples) and fresh supernatant (p=0.002 for dog
samples, p<0.001 for cat samples). The mean difference
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Figure 2. Bland-Altman plot of fresh whole canine and
feline urine specific gravity (USG) measured on single-scale and
dual-scale refractometers. A. Bland-Altman plot for canine urine
samples. B. Bland—Altman plot for feline urine samples. The solid
line represents the mean difference, and the dashed lines represent
the limits of agreement (= mean difference + 1.96 standard deviation
(SD) of differences).

(bias) in USG of fresh whole urine between the 2 refractom-
eters was < 0.001 (95% limits of agreement (LOA): —0.001
to 0.002) in dog samples and 0.003 (95% LOA: 0.001-0.005)
in cat samples (Fig. 2). The single-scale refractometer (mean
1.032 for fresh native urine) consistently had higher values
than the dual-scale refractometer (mean 1.029 for fresh
whole urine) for feline urine specimens. The bias in fresh
supematant was < 0.001 for canine (95% LOA: —-0.001 to
0.002) and 0.003 for feline specimens (95% LOA: 0.001-
0.005; Supplementary Table 2). The single-scale refractom-
eter results (mean 1.023 for fresh whole urine) were higher
on average than the dual-scale refractometer readings (mean
1.023 for fresh whole urine) for canine specimens.

Inter- and intra-observer variability

The intra-observer variability of both refractometers was
determined by measuring specimens of fresh whole urine

and fresh supernatant in duplicate for each of the 252 canine
and 126 feline specimens. The inter-observer variability for
refractometer measurements showed acceptable values (CV
< 0.5%) for the 2 devices for fresh whole urine. The intra-
observer variability (CV) for both refractometers of both
fresh whole urine and fresh supernatant was 0%.

USG agreement between whole urine and
supernatant

Good agreement between USG measurements of fresh whole
urine and fresh supernatant was indicated by Bland—Altman
analysis on 252 dog and 126 cat samples (Table 1).

USG and osmolality correlation

There was excellent correlation between readings of both
refractometers and osmolality measured in 85 fresh whole
urine samples (49 canine and 36 feline samples; r=0.98-
0.99; Fig. 3) and 94 supernatants (59 canine and 35 feline
samples; r=0.98-0.99; Table 2). The instruments had excel-
lent repeatability: CV of 0.388% for dog and cat samples,
and 0.391% for dog samples and 0.378% for cat samples,
respectively.

Influence of protein USG and osmolality

The influence of urine protein on the correlation between
USG and osmolality was investigated in 56 specimens (37
canine and 19 feline samples) with linear regression analysis
(Fig. 4). There was no recognizable influence of urine pro-
tein up to values of 1 g/LL (p=0.087). An increase in the USG
compared with osmolality for specimens containing protein
concentrations > 1 g/L was significant (p=0.007).

Influence of storage time on USG

Whole urine samples (27 canine samples, 18 feline samples)
and supernatants (41 canine samples, 30 feline samples)
were stored for a median of 3 mo (range: 1-6 mo) and 4mo
(range: 1-6 mo), respectively. Significant differences in
USG before and after storage were not observed for the read-
ings of either refractometer (p=0.08-1.00; Table 3).

Discussion

The mean difference (bias) for the measurements of fresh
whole urine was < 0.001 for canine specimens. Given that
refractometers have a resolution of 0.005, this difference is
not clinically relevant because it falls outside the limit of
detection. The mean difference (bias) of 0.003 for cat urine
was 10-fold larger than dogs, but there was still good agree-
ment between the 2 refractometers. For a specific patient,
interpretation of the USG using a defined cutoff for concen-
trating ability (USG > 1.030 for dogs, USG > 1.035 for cats)'*
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Table 1. Agreement between canine and feline fresh whole urine and supernatant urine specitic gravity (USG) measurements

measured in dual-scale and single-scale refractometers.

All samples (n=378)

Dog samples (n=252) Cat samples (n=126)

Dual-scale
Mean difference <-0.001 <—0.001 < -0.001
95% LOA —0.002 to 0.001 —0.002 to 0.001 —0.001 to 0.001
p value < 0.001 < 0.001 < 0.001
Single-scale
Mean difference <-0.001 <—0.001 <—0.001
95% LOA —0.001 to 0.001 ~0.001 to 0.001 ~0.001 to 0.001
p value < 0.001 < 0.001 0.002
LOA = limits of agreement.
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Figure 3. Correlation scatter plot between urine specific gravity
(USQG) and osmolality of fresh whole urine. A. Correlation between
the dual-scale refractometer and osmolality. B, Correlation between
the single-scale refractometer and osmolality.

could lead to different clinical conclusions with the use of
different refractometers. However, USG in healthy animals
can vary widely. This was also shown in our study; USG of
clinically normal dogs and cats ranged from 1.019 to > 1.060
and 1.020-1.042, respectively. Furthermore, USG can vary
widely during a 24-h period.” Therefore, the assessment of

feline urine. In one study, USG measurements of 5 refractom-
eters, including 1 refractometer with separate scales for cats
and dogs and another refractometer for measuring only feline
urine, were compared to the results with 2 reference methods
for measuring USG (pycnometry and measurement of total
solids after drying).” Interestingly, the 2 refractometers
designed for cat urine gave consistently lower values than the
reference methods and consistently revealed the lowest USG
of all refractometers, leading to the conclusion that the feline
refractometers gave falsely low values of USG. Two previous
studies compared USG measurements of an optical and a
digital refractometer for canine urine samples'® and for feline
urine specimens,” resulting in a mean difference of 0.001 and
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Figure 4. Correlation scatterplot of urine specific gravity
(USG) and osmolality with various protein values. A. Scatter plot
of the dual-scale refractometer and osmolality. B. Scatter plot of
the single-scale refractometer and osmolality. The lines represent
different protein concentrations: 0 =0-0.14 g/L; 1 =0.15-0.29g/L;
2=03-1g/L; 3=>1glL.

0.003, respectively. These results are very similar to the
results obtained in our study.

The excellent intra-observer variability in our study was
similar to those reported in a previous study.]s However, in
our study, we measured all samples in duplicate, whereas in
that study, the USG of only 7 urine specimens was deter-
mined 8 times with the refractometers.

Contrary to the textbook recommendation to avoid the use
of urine supematant for the measurement of USG,'' which is
followed in many clinical studies that use whole urine,'*
supernatant is used for the USG measurement and dipstick
analysis in other more recent clinical studies."*”* Based on
our results, either whole urine or supernatant can be used for
measuring USG.

The excellent correlation between USG and osmolality
in our study is in agreement with earlier studies that exam-
ined this correlation.****'* A 2015 study revealed poor
correlation between USG and osmolality in urine samples

obtained from healthy human volunteers and patients with
kidney diseases, with a correlation coefficient of r=0.462
when all urine samples were considered together.'” The
correlation remained poor when urine samples without pro-
teinuria or glucosuria were analyzed (r=0.572). Correla-
tion was even poor in the healthy control group (r=0.609).
The reason that the relationship between USG and osmolal-
ity is less consistent than in other studies is unclear to us.
The calculation of the correlation coefficient has often been
used in human medical studies and is still often used in vet-
erinary medical studies as an indicator of agreement
between 2 methods of measurement,” but it only reflects the
association between 2 methods of measurements.” The best
statistical approach for calculating the agreement between
2 methods is Bland-Altman analysis. The comparison
between USG and osmolality using Bland—Altman differ-
ence plots, however, is not possible because of different
units of measurement.

When examining the relationship between osmolality
and USG, most studies excluded specimens with protein
content because of the widespread opinion that good cor-
relation between osmolality and USG only exists in sam-
ples without proteinuria.*'**® Our results are in agreement
with a 1982 study that examined the impact of proteinuria
on USG measured by refractometry.”® In that study, the USG
also did not exceed the osmolality until the protein content
reached 1 g/L. However, that study examined the effect of
protein by adding albumin to pooled human urine that con-
tained no protein whereas our study investigated the corre-
lation between USG and osmolality in naturally proteinuric
dogs and cats. In our study, 14 of 56 samples (25%) had an
elevated urine protein concentration of 0.3-1 g/L. A protein
content of | g/l already represents a high protein content,
which is rarely seen in patients. This is confirmed by our
study in which only 7 of 56 samples (12%) had a protein
content > 1 g/L. Therefore, in our study population, mild-
to-moderate proteinuria was more common than severe
proteinuria. The results of our study are clinically helpful in
patients with a urine protein content of 0.3-1.0g/L given
that we demonstrated that USG is not affected by this small
amount of protein.

The influence of shorter storage times (up to 24 h) has
been investigated previously, and no significant changes
were found in USG."?' However, the impact of long-term
storage has not been validated. In our study, the good agree-
ment between measurements of fresh and stored urine and
supernatant demonstrates that urine can be also stored for
further evaluation for longer periods of time. A limitation of
our study is that the period of storage time was not exactly
defined but varied from 1 to 6 mo; it can, however, be pre-
sumed that a more precisely defined storage time would not
have changed the results.
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Table 3. Agreement between fresh and stored canine and feline urine specific gravity whole urine and urine supernatant measured on
dual-scale and single-scale refractometers.

Fresh vs. stored whole urine

All samples

Dog samples

Cat samples

(n=435) (n=27) (n=18)

Dual-scale

Mean difference < —0.001 < —0.001 < —0.001

95% LOA —0.001 to 0.001 —0.002 to 0.001 —0.001 to 0.001

p value 0.090 0.294 0.083
Single-scale

Mean difference <—0.001 <—0.001 <—0.001

95% LOA —0.001 to 0.001 —0.001 to 0.001 —0.001 to 0.001

p value 0.090 0.327 0.163

Fresh vs. stored supernatant
All samples Dog samples Cat samples
(n=71) (n=41) (n=30)

Dual-scale

Mean difference < 0.001 < 0.001 < 0.001

95% LOA —0.001 to 0.001 —0.001 to 0.001 —0.001 to 0.001

p value 0.621 1.000 0.424
Single-scale

Mean difference <—0.001 < —0.001 <—0.001

95% LOA —0.001 to 0.001 —0.001 to 0.001 —0.001 to 0.001

p value 0.203 0.291 0.488

LOA = limits of agreement.
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IV. DISKUSSION

Die Urinuntersuchung ist in der Human- und Tiermedizin unverzichtbar zur
Diagnose zahlreicher Erkrankungen. Die Bestimmung des USG ist ein
wesentlicher Bestandteil einer vollstindigen Urinanalyse (ESHAR et al., 2012).
Die Osmolalitit  wird als Goldstandard zur  Messung der
Nierenkonzentrierungsfihigkeit angesehen (SOUZA et al., 2015). Die Messung
des USG stellt eine einfach durchfiihrbare Alternative dazu dar und gilt ebenfalls
als sensitiver Test zur Beurteilung der Fihigkeit der Nieren, den Urin zu
konzentrieren (RISHNIW & BICALHO, 2015). Die Messung des USG erfolgt in
der Praxis iiblicherweise mittels Refraktometer. Aufgrund unterschiedlicher
Refraktivitdten, sind mittlerweile Refraktometer mit separaten Skalen fiir Hunde-
und Katzenurinproben erhiltlich, welche bisher jedoch nur in wenigen Studien
untersucht wurden (BENNETT et al., 2011; TVEDTEN et al., 2015). Ziele der
vorliegenden Studie waren daher der Vergleich zweier optischer Refraktometer,
die Uberpriifung der Ubereinstimmung des USG zwischen Nativurin und
Uberstand sowie die Untersuchung des Einflusses verschiedener Parameter auf

die Korrelation zwischen USG und Osmolaliit.

In der vorliegenden Studie zeigte der Vergleich zwischen einem Refraktometer
mit separaten Skalen fiir Hunde- und Katzenurinproben (Rhino Vet 360 Clinical
Refractometer) und einem humanmedizinischen Refraktometer mit einheitlicher
Skala (Atago® SPR-T2) eine gute Ubereinstimmung zwischen beiden
Refraktometern. Bei Hundeurinproben ergab sich bei Messung aus dem Nativurin
eine absolute Bias von < 0.001 (95 %-Limits of Agreement (LOA): —0.001-
0.002). Dieses Ergebnis ist vergleichbar mit dem einer Studie, in der sich mittels
Bland-Altman-Analyse eine Bias von 0.0006 beim Vergleich eines digitalen und
optischen Refraktometers bei Hundeurinproben ergab (PARIS et al., 2012).
Betrachtet man die Skaleneinteilung eines Refraktometers mit Einheiten von
0.005, wird deutlich, dass die Unterschiede sowohl dieser als auch der
vorliegenden Studie auflerhalb der Refraktometerauflosung liegen und der
Unterschied, obwohl statistisch signifikant, nicht von klinischer Relevanz ist. Bei
den Katzenurinproben ergab sich in der aktuellen Studie eine absolute Bias
zwischen den beiden Refraktometern von 0.003 (95 %-LOA: 0.001-0.005). Eine

friihere Studie, die ein optisches und digitales Refraktometer bei 55
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Katzurinproben verglich, ergab mit einer Bias von 0.0034 zwischen beiden
Refraktometern ein vergleichbares Ergebnis (BENNETT et al., 2011). Trotz des
10-fach  groBeren Unterschieds im Vergleich zwischen Hunde- und
Katzenurinproben in der vorliegenden Studie, ist auch hier eine gute
Ubereinstimmung zwischen den Refraktometern gegeben und davon auszugehen,
dass ein derartiger Unterschied beim einzelnen Patienten keine Auswirkung auf
das weitere diagnostische und therapeutische Vorgehen haben wird. Dabei muss
auch beriicksichtigt werden, dass das USG innerhalb von 24 Stunden erheblich
variieren kann und bei gesunden Hunden und Katzen physiologischerweise
starken Schwankungen unterworfen ist (OSBORNE et al.,, 1995; VAN
VONDEREN et al., 1997; WILLARD & TVEDTEN, 2006b; RUDINSKY et al.,
2019a). Eine weite Spanne konnte auch in der vorliegenden Studie gezeigt
werden: das USG von klinisch unauffilligen Hunden reichte von 1.019 bis zu
1.065; das USG der klinisch normalen Katzen reichte von 1.020 bis zu 1.042. In
der Literatur sind fiir die Interpretation des USG und somit der
Nierenkonzentrationsfihigkeit definierte Cut-Off-Werte (USG > 1.030 fiir
Hundeurinproben und USG > 1.035 fiir Katzenurinproben) genannt (OSBORNE
et al., 1995; WATSON, 1998; REINE & LANGSTON, 2005). Wichtig dabei ist,
dass nur persistierend niedrige Werte des USG auf eine reduzierte
Konzentrierungstihigkeit der Niere hinweisen (WATSON, 1998). Die
Beurteilung der Nierenkonzentrierungsfihigkeit sollte niemals auf einer einzelnen
Messung des USG und strikt betrachteten Cut-Off-Werten basieren, da dies
schnell zu falschen Schlussfolgerungen fiithren kann. Liegt ein grenzwertiges USG

vor, sollte dieses durch eine wiederholte Messung iiberpriift werden.

Bisher gab es wenige Studien, die die Notwendigkeit der Verwendung eines
Refraktometers mit Katzenskala fiir die Messung des USG untersuchten. In einer
Studie wurden die USG-Messungen von fiinf Refraktometern verglichen
(TVEDTEN et al., 2015). Ein in dieser Studie verwendetes Refraktometer besaf3
separate Skalen fiir Katzen- und Hundeurinproben, ein weiteres Refraktometer
war fiir die ausschlieBliche Messung von Katzenurin bestimmt (TVEDTEN et al.,
2015). Die Messungen wurden zusitzlich mit Referenzmethoden (Pyknometrie
und Feststoffe) verglichen. Interessanterweise ergaben die beiden Refraktometer
fiir Katzenurin im Vergleich mit den Referenzmethoden konstant niedrigere Werte

und die niedrigsten Werte verglichen mit den anderen Refraktometern. Dies fiihrte
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zu dem Schluss, dass die Refraktometer fiir Katzenurin falsch niedrige Werte
zeigten. In einer anderen Studie wurde ein humanmedizinisches Refraktometer
mit einem katzenurinspezifischen Refraktometer bei insgesamt 47 Hunde- und
Katzenurinproben verglichen (TVEDTEN & NOREN, 2014). In dieser Studie
zeigte die Auswertung mittels Bland-Altman-Analyse einen signifikanten
Unterschied fiir die caninen und felinen Proben zwischen beiden Refraktometern.
Dabei ergab sich bei zehn der Hunde- und Katzenurinproben ein USG von >
1.030 mittels humanmedizinischem Refraktometer, wihrend das
Katzenrefraktometer Werte zwischen 1.023 und 1.028 anzeigte. Es wurde jedoch
nicht angegeben, wieviele der zehn Urinproben, Hunde- bzw. Katzenurinproben
waren. In der vorliegenden Studie ergaben sich ebenfalls konstant niedrigere
Werte bei Bestimmung des USG mittels Refraktometer mit Katzenskala
(Mittelwert 1.029 bei frischem Nativurin) im Vergleich zu den Messungen mittels
humanmedizinischem Refraktometer mit einheitlicher Skala (Mittelwert 1.032 bei
frischem Nativurin) in den Katzenurinproben. Die Studie ergab eine absolute Bias
von 0.003 fiir die Messung mittels Nativurin. Es ist jedoch unwahrscheinlich, dass
sich ein Unterschied dieser Grofe auf die Erstellung diagnostischer oder

therapeutischer Plidne auswirkt.

In den Hundeurinproben der aktuellen Studie zeigte das Refraktometer mit
einheitlicher Skala durchschnittlich hohere Ergebnisse (Mittelwert 1.0227 bei
frischem Nativurin) als das Refraktometer mit separaten Skalen (Mittelwert
1.0225 bei frischem Nativurin). Bei dem Refraktometer mit einheitlicher Skala
handelt es sich um ein humanmedizinisches japanisches Refraktometer. Die Skala
von japanischen Refraktometern basiert auf den experimentellen Daten von
gesunden japanischen Erwachsenen. In einer Studie aus Japan wurden die USG-
Messungen von 275 Hunde- und 110 Katzenurinproben mittels eines japanischen
humanmedizinischen Refraktometers sowie eines amerikanischen Refraktometers
mit separaten Skalen fiir Hunde- und Katzenurinproben bestimmt (MIYAGAWA
et al., 2011). Dabei zeigte das japanische Refraktometer (Mittelwert 1.020)
signifikant hohere Werte sowohl bei Hunde- als auch bei Katzenurinproben im
Vergleich zu dem Refraktometer aus den Vereinigten Staaten von Amerika (USA)
(Mittelwert 1.018). Dieser Unterschied von 0.002 wurde von den Autoren als
klinisch relevant angesehen, da Patienten aufgrund von falschen Cut-Off-Werten

falsch klassifiziert werden konnten. Wie bereits diskutiert, bestehen bei gesunden
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Hunden und Katzen physiologischerweise starke Schwankungen des USG, und
die Klassifikation eines Patienten basierend auf einem einzelnen Wert des USG
kann leicht zu falschen Schlussfolgerungen fithren. Betrachtet man zudem die je
nach Literaturstelle variierenden Einteilungen der Isosthenurie von 1.007 bis
1.015 (SYME & JEPSON, 2017) bzw. 1.008 bis 1.012 (GRAUER, 1999) wird
ebenfalls deutlich, dass strikte Cut-Off-Werte problematisch sind. Wiederholte
Messungen des USG und das Heranziehen weiterer Parameter
(Hydratationsstatus, Serumparameter) sind unerlédsslich, um eine Aussage iiber die
Konzentrierungsfahigkeit der Niere zu treffen (GRAUER, 1999; BEHREND et
al., 2019).

In der vorliegenden Studie wurde die Intraobserver-Variabilitdt der
refraktometrischen Messungen beider Refraktometer bei der Bestimmung des
USG von 378 Urinproben untersucht, indem die Messungen doppelt geblindet
wiederholt bestimmt wurden. Dabei betrug der Variationskoeffizient (CV) 0 % fiir
die Messungen beider Refraktometer sowohl fiir die Messungen aus Nativurin als
auch aus frischem Uberstand, was die Zuverlissigkeit der Refraktometer bestitigt.
In einer fritheren Studie wurde die Intraobserver-Variabilitit von Messungen
zweler Refraktometer bestimmt, indem das USG von sieben Katzen- und
Hundeurinproben achtmal gemessen wurde (PARIS et al., 2012). Dabei ergab sich
ein Variationskoeffizient fiir die Messungen des einen Refraktometers von 0,027
% und fiir die Bestimmungen des zweiten untersuchten Refraktometers von 0,018
%. Die Bestimmung des USG mittels Refraktometer stellt somit eine sehr

zuverldssige Messmethode dar.

Bislang gibt es keine Studien zur Ubereinstimmung des USG zwischen Nativurin
und Uberstand. In der vorliegenden Studie ergab der Vergleich des USG zwischen
Nativurin und Uberstand eine gute Ubereinstimmung fiir die Messungen durch
beide Refraktometer. Es zeigte sich eine absolute Bias von < —0.001 (95 %-LOA:
—0.001-0.001) fiir die Messungen mit dem Refraktometer mit einheitlicher Skala
und < -0.001 (95 %-LOA: -0.002-0.001) fiir die Bestimmung mittels
Refraktometer mit separaten Skalen. Betrachtet man die Studien, im Rahmen
derer eine Messung des USG durchgefiihrt wurden, wird deutlich, dass das USG
in den meisten Fillen aus Nativurin bestimmt wird (TREUTLEIN et al., 2013;
WHITE et al.,, 2016). Entgegen der aktuellen Lehrbuchmeinung, dass die

Messung des USG nicht aus dem Uberstand bestimmt werden sollte
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(KINDRACHUCK & STAMEY, 1986), zeigte die vorliegende Studie eine
hervorragende Ubereinstimmung des USG zwischen Nativurin und Uberstand.

Somit eignen sich beide Materialien fiir die refraktometrische Bestimmung des

USG.

Bisherige Studien, die sich mit dem Einfluss der Lagerungszeit auf das USG
beschiftigten, untersuchten kiirzere Lagerungszeiten von bis zu maximal sieben
Tagen (ALBASAN et al., 2003; STEINBERG et al., 2009; HUNT & STEWART,
2011; VELJKOVIC et al., 2012; ADAMS et al., 2017). Dabei blieb das USG in
den meisten Studien auch nach erneuter Bestimmung nach der untersuchten
Lagerungszeit stabil. Das Ziel der vorliegenden Studie war es, den Einfluss einer
Lagerungszeit von bis zu sechs Monaten zu untersuchen. Dabei ergab der
Vergleich zwischen frischem Nativurin und bei 4 °C gelagertem Nativurin (45
Proben; 27 canine und 18 feline Proben) sowie zwischen frischem Uberstand und
bei —20 °C gelagertem Uberstand (71 Proben; 41 canine und 30 feline Proben)
keinen statistisch signifikanten Unterschied. Eine frithere Studie, die den Einfluss
der Lagerungszeit von 24 Stunden auf das USG bei 31 Hunde- und acht
Katzenurinproben untersuchte, ermittelte ebenfalls keinen signifikanten Einfluss
der Lagerung auf das USG (ALBASAN et al., 2003). Das USG wurde in dieser
Studie innerhalb von 60 Minuten nach Uringewinnung bestimmt. Die Proben
wurden bei 6 °C und 20 °C gelagert und das USG erneut nach sechs und 24
Stunden ermittelt. Eine humanmedizinische Studie konnte ebenfalls keine
signifikanten Verdnderungen des USG ermitteln (VELJKOVIC et al., 2012). Hier
wurde bei 83 Urinproben das USG innerhalb von zwei Stunden nach
Uringewinnung und erneut nach vier Stunden, jeweils bei Raumtemperatur,
gemessen. Es zeigte sich eine hohe Ubereinstimmung der Proben mit einer
Konkordanz von 99 % und einer kompletten Ubereinstimmung von 76 %.
STEINBERG und Mitarbeiter untersuchten die Verdnderungen des USG von 15
in Spritzen gelagerte Hundeurinproben in einstiindigen Intervallen bis zu fiinf
Stunden Lagerungszeit (STEINBERG et al., 2009). Bei sieben Proben zeigte das
USG keine Veridnderungen, bei sieben Proben stieg das USG um 0.001, und bei
lediglich einer Probe erhohte sich das USG um 0.003. Eine weitere Studie
untersuchte den Einfluss der Lagerungszeit nach 24 Stunden in Urinproben bei
einer Lagerungstemperatur von 6 °C, 22 °C und einem Bereich zwischen 17 und

35 °C (HUNT & STEWART, 2011). Dabei zeigten lediglich zwei Proben eine
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Veridnderung des USG. Eine Probe zeigte eine Erniedrigung des USG um 0.001,
bei einer Lagerungstemperatur von 6 °C und 22 °C. In einer anderen Urinprobe
wurde ein Anstieg des USG um 0.001 bei einer Lagerungstemperatur von 17 bis
35 °C ermittelt. Eine weitere Studie, die den Einfluss der Lagerungszeit
untersuchte, ermittelte das USG von menschlichen Urinproben bei einer
Temperatur von 7, 22, =20 und —80 °C (ADAMS et al., 2017). Eine erneute
Bestimmung des USG erfolgte nach ein, zwei und sieben Tagen. Bei einer
Lagerungstemperatur von 7 °C und 22 °C blieb das USG stabil. Bei einer
Lagerungstempeteratur von —20 °C zeigte sich eine Erniedrigung des USG um
0.001 nach einer Lagerungszeit von einem Tag. Nach zwei und sieben Tagen
wurde ein Abfall von 0.002 ermittelt. Bei einer Lagerungstemperatur von —80 °C
zeigten die Urinproben einen Abfall des USG um 0.002 nach einer
Lagerungsdauer von ein, zwei und sieben Tagen (ADAMS et al., 2017). ADAMS
und Mitarbeiter fiihrten diesen Abfall des USG auf eine mogliche Verdiinnung der
Urinproben durch das zundchst erfolgte Einfrieren und das anschlieBende
Auftauen zuriick. In der vorliegenden Studie konnte ein derartiger Effekt nicht
festgestellt werden, obwohl eine identische Lagerungstemperatur von —20 °C
gegeben war und die Proben vor einer erneuten Messung auf Raumtemperatur

erwarmt wurden.

Die gute Ubereinstimmung sowohl zwischen frischem und gelagertem Nativurin
als auch zwischen frischem und gelagertem Uberstand mit einer Bias von < 0.001
bzw. < —0.001 zeigen, dass sowohl Nativurin als auch Uberstand iiber eine lingere
Zeit ohne signifikanten Einfluss auf das USG gelagert werden konnen. Diese
Tatsache konnte gerade in Labors von Bedeutung sein, in denen eine wiederholte
Bestimmung des USG bei gelagerten Urinproben notwendig wird. Viele Labors
richten sich zudem nach dem Protokoll der Clinical and Laboratory Standards
Institute Guidelines, nach welchen Urinproben innerhalb von drei Stunden nach
der Gewinnung untersucht werden und zuvor auf Eis gelagert transportiert
werden sollten (RABINOVITCH, 2001). Die gute Ubereinstimmung in der
vorliegenden Studie zeigt, dass es fiir die Bestimmung des USG nicht erforderlich
ist, die Proben direkt nach Gewinnung zu untersuchen, da das USG auch nach

einer lingeren Lagerungszeit stabil bleibt.

Die vorliegende Studie ergab eine exzellente Korrelation zwischen dem mit

beiden Refraktometern gemessenem USG und der Osmolalitit sowohl fiir die
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Messungen aus frischem Nativurin (85 Proben, 49 canine und 36 feline Proben)
als auch aus dem gelagerten Uberstand (94 Proben, 59 canine und 35 feline
Proben) mit Korrelationskoeffizienten von r > 0,984. Eine Studie, die die
Korrelation zwischen dem USG zweier Refraktometer und Osmolalitit bei
Katzenurinproben bestimmte, ergab vergleichbare Ergebnisse mit ebenfalls
exzellenten Korrelationskoeffizienten (r = 0,967 und r = 0,960) (BENNETT et al.,
2011). Allerdings wurde die Korrelation nur bei zehn Urinproben ermittelt.
Weitere Studien, die die Korrelation von USG und Osmolalitéit bei einer hoheren
Probenanzahl in Hundeurinproben untersuchten, zeigten ebenfalls eine gute
Korrelation (DOSSIN et al., 2003; AYOUB et al., 2013; RUDINSKY et al.,
2019b). Auch humanmedizinische Studien ermittelten gute bis exzellente
Korrelationen zwischen USG und Osmolalitit und lieferten vergleichbare
Ergebnisse (r = 0,960 und r = 0,938) (LUFT et al., 1984; DORIZZI et al., 1987).
In diesen Studien wurden entweder keine Ausschlusskriterien hinsichtlich des
Probenkollektivs getroffen oder von den Autoren nicht ndher ausgefiihrt, ob
Ausschlusskriterien beziiglich des Probenmaterials getroffen wurden oder wie
Patienten therapiert wurden. Somit zeigte sich in den meisten Studien trotz des
heterogenen Probenmaterials eine gute Korrelation zwischen USG und

Osmolalitit.

Viele Studien, die die Beziehung zwischen Osmolitit und USG untersuchen,
schliessen proteinurische Proben aus, da ein Einfluss des Proteins auf die
Korrelation zwischen Osmolalitit und USG vermutet wird (WOLF & PILLAY,
1969; LEECH & PENNEY, 1987). Bisherige Studien, die diesen Einfluss
untersuchten, zeigten kontroverse Ergebnisse (VOINESCU et al., 2002; IMRAN
et al., 2010; AYOUB et al., 2013). In der vorliegenden Studie konnte eine starke
lineare Korrelation zwischen USG und Osmolalitdt ermittelt werden. Es zeigte
sich kein erkennbarer Einfluss von Protein bis zu einem Gehalt von 1 g/l. Ein
Anstieg des USG im Vergleich zur Osmolalitdt zeigte sich nur in Proben mit
einem Proteingehalt von mehr als 1 g/l. Ein vergleichbares Ergebnis zeigte eine
Studie, die den Einfluss von Protein auf das mittels Refraktometer gemessene
USG untersuchte (BURKHARDT et al., 1982). Dabei zeigte sich kein Anstieg
des USG bis zu einem Proteingehalt von 1 g/l. Diese Studie untersuchte den
Proteineinfluss durch die Zugabe von Albumin zu gepoolten Urinproben, die

vorher kein Protein enthielten, wihrend die vorliegende Studie den Proteineinfluss
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bei natiirlich proteinurischen Hunden und Katzen untersuchte. Somit zeigte sich
kein Unterschied bei Urinproben mit strikt vorgegebenen gestaffelten
Proteingehalten und einem Probenkollektiv unter klinischen Rahmenbedingungen,
welche Urinproben mit unterschiedlichsten Proteingehalten enthielten. In einer
anderen Studie stieg das refraktometrisch gemessene USG bei einem
Proteingehalt von 10 g/l um 0.004 an (AUDOUIN et al., 1985). Diese Studie zeigt
jedoch, dass das USG erst bei einem sehr hohen Proteingehalt ansteigt. In der
vorliegenden Studie besallen 14 von 56 Proben (25 %) eine gemessene
Proteinkonzentration zwischen 0,3 und 1 g/I. 35 Proben lagen unterhalb eines
Proteingehaltes von 0,3 g/l. Normale Individueen scheiden sehr kleine Mengen
von Protein im Urin aus (ROTA et al., 2012) und ein Proteingehalt von bis zu 0,3
g/1 kann in einem konzentrierten Urin als normal angesehen werden (GRAUER,
1999). Bereits ein Proteingehalt von 1 g/l in Urinproben stellt jedoch einen hohen
Proteinwert dar, der selten bei Patientenproben vorkommt. Dies wird durch die
Tatsache bestitigt, dass in der vorliegenden Studie lediglich 7 von 56 Urinproben
(12,5 %) einen Proteingehalt von mehr als 1 g/l aufwiesen. Klinisch von
Bedeutung kann dieser Einfluss bei Patienten mit Glomerulopathien und stark
ausgepragter Proteinurie sein. Eine Beurteilung des USG ohne Beriicksichtigung
der Urinproteinkonzentration konnte hier dazu fiihren, dass eine begleitende
tubuldre Erkrankung nicht diagnostiziert wird, da aufgrund des htheren USG von

einer guten Konzentrierungsfihigkeit der Niere ausgegangen wird.

Es muss jedoch beriicksichtigt werden, dass sich eine schlechte Korrelation
zwischen USG und Osmolalitét nicht nur durch den Einfluss von Protein erklidren
lasst. Eine humanmedizinische Studie zeigte auch bei gesunden Patienten eine
schlechte Korrelation (SOUZA et al., 2015). In dieser Studie wurde die
Korrelation zwischen USG und Osmolalitit aus Urinproben von 97 gesunden
Personen und bei Patienten mit akuter Nierenerkrankung (95 Patienten),
Glomerulopathien (118 Patienten) und chronischer Nierenerkrankung (106
Patienten) untersucht (SOUZA et al., 2015). Dabei ergab sich ein
Korrelationskoeffizient von r = 0,462 bei der gemeinsamen Betrachtung aller
Patientengruppen. Von den insgesamt 416 Urinproben enthielten 60 % der Proben
Protein. Die Korrelation blieb jedoch auch bei Ausschluss der Urinproben, die
Protein und/oder Glukose enthielten, weiterhin schlecht (r = 0,572). Die

Korrelation in der gesunden Kontrollgruppe war ebenfalls niedrig (r = 0,609). Die
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Griinde warum die Korrelation zwischen USG und Osmolalitét niedriger ist als in
anderen Studien, sind den Autoren zufolge unklar. Ein Erkldrungsansatz ist, dass
nicht nur Protein und Glukose einen Einfluss auf die Korrelation haben konnen,
sondern auch andere Faktoren wie Ketonkorper, Urobilinogen oder Bilirubin eine
Rolle spielen. So wurde in einer spiteren Studie eine deutlich schlechtere
Korrelation (r = 0,63) zwischen USG und Osmolalitét bei Urinproben, die Protein,
Glukose, Ketonkorper, Urobilinogen und Bilirubin enthielten, im Vergleich zu
unauffilligen Urinproben, festgestellt (IMRAN et al., 2010). Die Autoren
schlussfolgerten deshalb, dass die Bestimmung der Osmolalitit bei

pathologischen Urinproben der Messung des USG vorzuziehen sei.

Die Evaluation der Korrelation zwischen USG und Osmolalitdt erfolgte in der
vorliegenden Studie durch die Bestimmung des Pearson-Korrelationskoeffizienten
aus den Urinproben von frischem Nativurin und Uberstand. Die Berechnung des
Korrelationskoeffizienten erfolgte frither in humanmedizinischen Studien héufig
als ein Indikator der Ubereinstimmung zwischen zwei Messmethoden (BLAND &
ALTMAN, 1986). In veterinidrmedizinischen Studien wird die Korrelation immer
noch hiufig als Ubereinstimmungsmerkmal verwendet. Es muss jedoch beachtet
werden, dass ein Korrelationskoeffizient nicht die Ubereinstimmung zwischen
zwel Messmethoden wiedergibt, sondern die Assoziation zwischen diesen
(ALTMAN & BLAND, 1983; BLAND & ALTMAN, 1986). Die Korrelation gibt
somit nicht wieder, ob eine Messmethode akkurater als eine andere ist. Aus
diesem Grund, konnten Leser solcher Studien falsche Riickschliisse ziehen. Eine
gute Ubereinstimmung besteht lediglich, wenn die Messwerte auf der sogenannten
’Line of Equality’” liegen (BLAND & ALTMAN, 1986). Die beste statistische
Methode zur Bestimmung der Ubereinstimmung zwischen zwei Methoden ist die
Bland-Altman-Analyse (BLAND & ALTMAN, 1999). Diese Methode kann
jedoch beim Vergleich zwischen USG und Osmolalitit aufgrund der

unterschiedlichen Messeinheiten nicht angewendet werden.

Insgesamt zeigen die Ergebnisse der vorliegenden Studie, dass die Ergebnisse der
refraktometrischen Messung des USG mit den verwendeten Refraktometern zwar
signifikant unterschiedliche Werte liefert, diese jedoch aufgrund ihrer
GroBenordnung nicht von klinischer Relevanz sind. Eine Verwendung von
Refraktometern mit separaten Skalen fiir Hunde und Katzen ist demnach nicht

notwendig. Die Studie zeigt zudem eine hervorragende Ubereinstimmung des
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USG zwischen Nativurin und Uberstand, so dass beide Materialien fiir die
Bestimmung des USG verwendet werden konnen. Dies gilt sowohl fiir frische
Proben als auch fiir Proben, die bis zu sechs Monate bei —20 °C gelagert sind.
Zudem konnte gezeigt werden, dass bei Urinproben mit einem Proteingehalt von
<1 g/l, eine sehr gute Korrelation zwischen USG und Osmolalitit besteht. Somit
kann mit der sehr einfach durchfiihrbaren Messung des USG bei vielen Proben ein
zuverldssiger Schluss auf die Osmolalitit getroffen werden, und auf die deutlich

aufwindigere Messung der Osmolalitit verzichtet werden.
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V. ZUSAMMENFASSUNG

Das urinspezifische Gewicht (USG) ist ein wichtiges diagnostisches Mittel zur
Beurteilung der Nierenkonzentrierungsfiahigkeit. Die Messung erfolgt am
hiufigsten mittels Refraktometer. Seit einigen Jahren sind Refraktometer mit
separaten Skalen fiir Hunde- und Katzenurinproben erhiltlich, welche jedoch
bislang nur in wenigen Studien untersucht wurden. Weiterhin konnten Faktoren
wie Protein oder die Lagerungszeit einen Einfluss auf das USG haben. Ziele der
vorliegenden Studie waren deshalb der Vergleich zwischen einem Refraktometer
mit separaten Skalen fiir Hunde- und Katzenurinproben und einem Refraktometer
mit einheitlicher Skala, die Bestimmung der Inter- und Intraobserver-Variabilitét
sowie die Untersuchung der Ubereinstimmung zwischen Nativurin und
Uberstand. Weiterhin wurde die Korrelation zwischen USG und Osmolalitit,
sowie der Einfluss von Protein auf diese Korrelation und der Einfluss der
Lagerungszeit von bis zu sechs Monaten auf das USG evaluiert. In der Studie
wurden 252 Hunde- und 126 Katzenurinproben untersucht, welche zwischen Juni
2015 und April 2016 an der Medizinischen Kleintierklinik der Ludwig-
Maximilians-Universitit ~(LMU)  Miinchen  gesammelt wurden. Das
Einschlusskriterium war eine Probenmenge von mindestens 3 ml und die
Moglichkeit, die Proben innerhalb einer Stunde nach Probengewinnung zu
untersuchen. Von den 252 Hunde- und 126 Katzenurinproben wurden 232 Proben
mittels Zystozentese, 6 Proben mittels Katheter und 140 Proben als Spontanurin
gewonnen. Das USG des Nativurins wurde mittels Refraktometer mit separaten
Skalen fiir Hunde- und Katzenurinproben (Rhino Vet 360; Reichert® Analytical
Instruments, Depew, NY) und Refraktometer mit einheitlicher Skala (SPR-T2;
Atago®, Tokyo, Japan) bestimmt. Die Messung erfolgte mit jedem Refraktometer
zweimal durch Untersucher 1 und einmal durch Untersucher 2. Die
Ubereinstimmung wurde mittels Bland-Altman-Analyse aus den ersten
Messergebnissen von Untersucher 1 berechnet. Die Inter- und Intraobserver-
Variabilitit wurde mittels Variationskoeffizient bestimmt. Nach der USG-
Messung wurden die Proben fiir fiinf Minuten bei 1500 Umdrehungen
zentrifugiert. Die Bestimmung des USG aus dem Uberstand erfolgte mit beiden
Refraktometern jeweils zweimal durch Untersucher 1. Fiir die Evaluation der

Ubereinstimmung des USG zwischen Nativurin und Uberstand wurde das erste



V. Zusammenfassung 56

Ergebnis der Messungen von Untersucher 1 mittels Bland-Altman-Analyse
verwendet. Zur Evaluierung des Einflusses der Lagerungszeit wurde ein Teil des
Uberstandes jeder der 378 Proben bei —20 °C und ein Teil des Nativurins aller
Proben bei 4 °C gelagert. Von 45 Nativurinproben (27 canine, 18 feline) und 71
Uberstandsproben (41 canine, 30 feline) wurde das USG nach einer Zeitspanne
von bis zu sechs Monaten durch Untersucher 1 zweimal erneut bestimmt. Der
Vergleich erfolgte mittels Bland-Altman-Analyse unter Verwendung des jeweils
ersten Messergebnis von Untersucher 1. Die Osmolalitit wurde von 85 (49
canine, 36 feline) frischen Nativurinproben sowie von 94 (59 canine, 35 feline)
gelagerten Uberstandsproben mittels Gefrierpunktosmometer (Automatic semi-
micro; Knauer, Berlin, Germany) gemessen. Zur Bestimmung der Korrelation
zwischen USG und Osmolalitit wurden die ersten USG Messungen des
Nativurins sowie des gefrorenen Uberstandes von Untersucher 1 verwendet. Um
den Proteineinfluss zu bestimmen wurde der Proteingehalt von 56 (37 canine, und
19 feline) frischen Nativurinproben gemessen (Cobas INTEGRA® 400 plus
chemistry analyzer; Roche Diagnostics, Mannheim, Germany) und mittels linearer
Regressionsanalyse evaluiert. Eine gute Ubereinstimmung zwischen beiden
Refraktometern ergab die Bland-Altman-Analyse mit einer absoluten Bias von <
0.001 fiir Hundeurinproben und 0.003 fiir Katzenurinproben. Die Interobserver-
Variabilitit ergab einen akzeptablen Wert mit einem Variationskoeffizienten von
0,5 %. Die Intraobserver-Variabilitit war exzellent (CV 0 %). Eine gute
Ubereinstimmung ergab sich zwischen den USG Messungen aus Nativurin und
Uberstand. Es zeigte sich eine exzellente Korrelation zwischen USG und
Osmolalitit (r = 0,98-0,99, p < 0.001). Es konnte kein Einfluss des Proteins bis zu
einem Gehalt von 1 g/l sowie der Lagerungszeit (p = 0,08-1,00) gezeigt werden.
Der festgestellte Unterschied zwischen beiden Refraktometern hat keine klinische
Relevanz. Die Verwendung eines Refraktometers mit separaten Skalen fiir Hunde-
und Katzenurin zur Bestimmung des USG ist somit nicht unbedingt notwendig.
Fiir die Messung des USG kann sowohl der Nativurin als auch der Uberstand
verwendet werden. Der Einfluss des Proteingehaltes bis zu 1 g/l ist
vernachlédssigbar. Auch lianger eingelagerter Urin kann zur Bestimmung des USG

verwendet werden ohne zur Beeintrichtigung des Messergebnisses zu fiithren.
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VL SUMMARY

Urine specific gravity (USG) is an important indicator of renal concentrating
ability and is usually measured by refractometry. Refractometers with separate
scales for canine and feline urine samples have been available for several years,
but only a few studies have examined their usefulness for measurement of USG in
feline urine samples. Variables such as protein content or storage time may
influence the USG. Aims of our study were to compare the measurements of USG
with a refractometer with single or separate scales for canine and feline urine, to
investigate inter- and intra-observer variability, and to measure agreement
between whole urine and supernatant. The correlation between USG and
osmolality, the influence of urinary protein on USG and osmolality, and the
impact of storage time up to 6 months were investigated. 252 canine and 126
feline samples from dogs and cats presented to the Clinic of Small Animal
Medicine at the Ludwig-Maximilians-University (LMU) in Munich, Germany
from June 2015 to April 2016 were examined. Inclusion criteria were a minimum
volume of urine of 3.0 ml and the ability to examine the samples within 1 hour of
collection. Of the 252 canine and 126 feline specimens in the present study, 232
were collected via cystocentesis, 6 were catheter-derived samples, and 140
samples were free-catch. USG of fresh whole urine was determined by an optical
hand-held clinical refractometer (Rhino Vet 360; Reichert® Analytical
Instruments, Depew, NY) with separate scales for dogs and cats, and with an
optical bench-top refractometer (SPR-T2; Atago®, Tokyo, Japan) with a single
scale. USG was measured twice by observer 1 and once by observer 2. The mean
differences (bias) were evaluated by Bland-Altman analysis using the first
readings of observer 1. Inter- and intra-observer variability were calculated by a
coefficient of variation for repeated measurements (CV). After USG measurement
of fresh whole urine samples, urine specimens were centrifuged for 5 minutes at
1,500 x g. USG measurements from supernatant was performed twice by observer
1. The agreement between results of whole urine and supernatant was evaluated
with Bland-Altman analysis using the first readings of observer 1. For evaluation
of storage time, one aliquot of the supernatant and of native urine of all samples
was stored at —20 °C and 4 °C, respectively. USG of 45 whole urine samples (27

canine samples, 18 feline samples) and 71 supernatants (41 canine samples, 30
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feline samples) were measured again after a storage time up to 6 months twice by
observer 1. The comparison was performed with Bland-Altman analysis using the
first measurements of observer 1. Osmolality was measured of 85 whole urine
samples (49 canine, 36 feline) and of 94 supernatants (59 canine, 35 feline) with a
freezing-point depression osmometer (Automatic semi-micro; Knauer, Berlin,
Germany). In order to determine the correlation between USG and osmolality,
USG measurements of fresh whole urine and frozen supernatant (first reading of
observer 1 of each) were used. To evaluate the influence of protein on USG and
osmolality, protein was determined in 56 (37 canine, 19 feline) fresh whole urine
samples (Cobas INTEGRA® 400 plus chemistry analyzer; Roche Diagnostics,
Mannheim, Germany) and evaluated with linear regression analysis. There was
good agreement between the 2 refractometers for measurements of USG of fresh
whole urine with a mean difference (bias) of < 0.001 (95 % limits of agreement
(LOA): —0.001-0.002) in dog samples and 0.003 (95 % LOA: 0.001-0.005) in cat
samples. The inter-observer variability showed acceptable values (CV < 0.5 %)
for fresh whole urine. The intra-observer variability for for both refractometers of
both fresh whole urine and fresh supernatant was 0 %. Good agreement was
shown between USG measurements of whole urine and supernatant. Correlations
between USG and osmolality were excellent (r = 0.98-0.99, p < 0.001).
Proteinuria up to 1 g/l had no major impact on USG or osmolality. Storage time
had no significant effect on USG (p = 0.08-1.00). The difference between the
refractometers is clinically irrelevant. The use of a refractometer with separate
feline and canine scales is not necessary. Both whole urine and supernatant can be
used for USG measurement. The influence of proteinuria < 1 g/1 is negligible.
Urine stored up to six months can be used for USG determination without

affection of the USG measurement.
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VIIIL. ANHANG

JVDI: Supplementary material
Mosch M, et al. Influence of preanalytic and analytic variables in canine and

feline urine specific gravity measurement by refractometer

Supplementary Table 1. Presenting complaints for the 252 dogs and 126 cats of

our urine specific gravity study.

Dogs | Cats
Acute kidney injury 6 5
Adenocarcinoma 0 1
Alopecia 1 2
Allergic skin disease 1 1
Ameloblastoma 1 0
Anorexia 1 0
Apathy 8 3
Ascites 2 0
Borreliosis 1 0
Chronic kidney disease 14 21
Clinically normal 30 10
Cystitis 13 15
Cystolithiasis 10 10
Diabetes 4 3
Dyspnea 3 0
Ectopic ureter 2 0
Epilepsy 9 1
Fibrosarcoma 3 18
Gastroenteritis 21 9
Glioma 4 0
Heartworm disease 1 0
Hemangiosarcoma 1 0
Hepatitis 5 1
Hyperadrenocorticism 20 0
Hyperthyroidism 0 3
Hypoadrenocorticism 3 0
Hypothyroidism 1 0
Immune-mediated hemolytic anemia 3 0
Leishmaniosis 9 0
Leptospirosis 1 0
Loss of weight 5 5
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Lymphoma

Mast cell tumor

Mpyelofibrosis

Neurologic deficit

Otitis media

Pancreatitis

Periodontopathy

Patent ductus arteriosus

Pituitary macroadenoma

Polyuria/polydipsia

Prostatitis

Pyelonephritis

Sepsis

Squamous cell carcinoma

Thrombocytopenia

Ureterolithiasis

Urinary incontinence
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Supplementary Table 2. Comparisons of agreement between the single-scale and

dual-scale refractometers.

All samples Dog samples Cat samples
(n=378) (n=252) (n=126)

Fresh native urine

Mean difference 0.001 <0.001 0.003

95 % LOA —0.002 to 0.004 —0.001 to 0.002 0.001 to 0.005

p value <0.001 <0.001 <0.001
Fresh supernatant

Mean difference 0.001 <0.001 0.003

95 % LOA —0.002 to 0.004 —0.001 to 0.002 0.001 to 0.005

p value <0.001 0.002 <0.001

LOA = limits of agreement.
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