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Uvod: Analyza chemického zloZenia konkrementov tvori neoddelitelnt siéast manazmentu pacienta s urolitia-
zou. Presné vysledky su dolezité pre spravnu identifikaciu procesov v moci a metabolickych abnormalit.
Material a metodika: Mocové konkrementy mali humanny p6vod a boli ziskané vymocenim po litotripsii. Vo vSet-
kych vzorkach humannych mocovych konkrementov boli analyzované morfologické znaky. Nasledne boli vzor-
ky Specidlne upravené a analyzované. Vyuzili sme spektroskopické metédy — infracervenu (FTIR) a Ramanovu
spektroskopiu (RAMAN), praskovu difrakénu analyzu (PXRD) a elektrénovi mikroskopiu (SEM) s mikroanalyzou
(EDS).

Vysledky: Bola opisana vnutorna aj vonkajsia Struktira homogénnych a zmiesanych kalcium-oxalatovych kon-
krementov. Na zaklade molekulovych vibracii a ich intenzit identifikovanych FTIR bola stanovena pritomnost ho-
mogénneho whewellitu. Udaje ziskané metédou RAMAN poukazovali na pritomnost dahllitu. Klasifikaciou me-
dzirovinnych vzdialenosti a ich intenzit vo vztahu k Millerovym indexom bol definovany struvit. Prostrednictvom
fotografii boli pozorované krystalové tvary weddellitu. Mikroanalyzou bol stanoveny vysoky obsah prvkov Ca,
0 a N aich distribucia v ramci vzorky.

Diskusia a zaver: Za zlaty standard pre rutinnt analyzu mocovych konkrementov mozno povazovat FTIR pre jej
nenaroc¢nost, rychlost a presnost analyzy v porovnani s chemickou titraénou metédou. RAMAN, PXRD a EDS st
presnejSie metddy, ale meranie a priprava vzoriek trvaju dlhSie a proces je nakladnejsi.

Klicové slova: mocové konkrementy, infracervena spektroskopia, praskova difrakéna analyza, elektrénova mik-
roskopia, elektronova mikroanalyza

Posibilities in urinary concretion analysis

Introduction: Analysis of the chemical concretion composition is an inseparable part of managing a patient with
urolithiasis. The exact results are essential for correctly identifying processes in the urine and metabolic abnor-
malities.

Material and methods: Urinary concrements had a human origin and were gained after urination after lithotrip-
sy. In all samples of human urinary concretions, morphological signs were analysed. Subsequently, the samples
were specially processed and analysed. We utilised spectroscopic methods - infrared (FITR) and Raman spec-
troscopy (RAMAN), powder X-ray diffraction analysis (PXRD) and electronic microscopy (SEM) and microanal-
ysis (EDS).

Results: Internal and external structures of homogenous and mixed calcium-oxalate concretions were described.
Based on molecular vibrations and their intensity identified by FTIR, a homogenous whewellit was detected. Da-
ta gained by the method RAMAN pointed to the presence of dahllit. Struvite was seen with the classification
of interplanar distances and their intensity concerning the Miler index. Via images, crystal shapes of weddellit
were observed. High content of Ca, O, and N and their distribution in the sample were detected by microanalysis.
Discussion and conclusion: FTIR might be considered the gold standard for routine analysis of urinary concre-
tions thanks to its easy maintenance, speed, and preciseness compared to the chemical titration method. RA-
MAN, PXRD and EDS are more precise methods, but samples measurement and preparation last longer, and the
process is more financially demanding.

Keywords: urinary concrements, infrared spectroscopy, powder diffraction analysis, electron microscopy, elec-
tron microanalysis
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Uvod

Sucastou manazmentu pacienta s urolitidzou je evalua-
cia extrahovanych alebo spontanne vyli¢enych mocovych
konkrementov. Toto hodnotenie ma byt dostatocne presné
na to, aby sa dokazala pritomnost majoritnych zloZiek kon-
krementu. Konkrementy mozu byt analyzované z hladiska
chemického zlozenia, tvaru krystalov, farby, tvrdosti a mor-
fologie™.

Vlastnosti konkrementov Uzko suvisia s prevladajucim
rizikovym faktorom, preto je pre lieCbu pacientov s urolitia-
zou potrebné vykonat analyzu spravne. Konkrementy mézu
byt chemicky aj morfologicky homogénne alebo pozostava-
ju z viacerych frakcii. Homogénne konkrementy su vysled-
kom jednoduchsich procesov odohravajucich sa v prostre-
di s konstantnymi vlastnostami. Viaczlozkové konkrementy
vznikaju v prostredi s variabilnej$imi vlastnostami. Vysled-
ny charakter konkrementu je zavisly od charakteru prostre-
dia, v ktorom konkrement vznika, a od jeho variability v Case.
Evaludcia jednotlivych frakcii viaczlozkovych konkrementov
méze odhalit problém (metabolickd zmenu), ktory bol vyset-
renim krvi alebo mocu nezisteny. Presnou analyzou konkre-
mentu dokazeme lepsie urcit rizikové faktory vzniku urolitia-
zy. Vo vztahu k rizikovym faktorom dokazeme urcit rizikové
potraviny a nasledne upravit stravovacie navyky tak, aby ne-
dochddzalo k recidivam-2.

Prevazné mnozstvo laboratérii na Slovensku aj vo svete
pouziva zastaranu chemickd titracna analyzu. Pri vysokej
miere nepresnosti a chyb dochadza ¢asto k nesprdvnemu ur-
¢eniu chemického zloZenia konkrementu (viac ako 50 % kon-
krementov je uréenych chybne)®.

Material a metodika

VSetky vzorky maju humanny pévod. Nie st zndme blizSie
udaje o pacientoch.

Morfologické studie. Konkrementy boli pozorované bino-
kuldrnou lupou Nikon SZM 1500 s SD-Fi2 kamerou s maxi-
malnym zvacsenim 11,25x z vonkajsej, po sekcii konkremen-
tu z vnatornej strany pri odrazenom svetle.

Infracervena spektroskopia (FTIR). Vzorky boli homogeni-
zované na prasok. Vysledkom merania je spektrum s charak-
teristickymi molekulovymi vibraciami, ktoré sa prejavuju ako
absorpcné pdsy. Spektralny zaznam bol vyhotoveny pristro-
jom Nicolet iS50 v rozmedzi 4 000 — 400 cm™" pouzitim tech-
niky zoslabeného Uplného odrazu (ATR) na diamantovom
krystdle. Zdznam pozostava zo 64 skenov v 2 cm™ krokoch.

Ramanova spektroskopia (RAMAN). Analyzy boli vykonané
bez dodatocnej Upravy vzorky spektrometrom LabRAM-HR
800 - verzia UV-VIS-NIR vybaveného mikroskopom Olympus
BX-41 s maximalnym zvacsenim 100x. Mikroskop pozostava
z CCD detektora Synapse chladeného Peltierovym ¢lankom
(=70 °C) s difrak¢nou mriezkou 600 vrypov/mm. Na mera-
nie boli pouZité lasery s vinovou dizkou 532 nm (Nd: YAG)
a 633 nm (He-Ne). Celkova dizka zdznamu dosahovala 8 -
120 minut.

Praskova difrakcna analyza (PXRD). Praskové prepara-
ty boli vloZzené do pristrojovej komory tak, aby sa zabrani-
lo horizontalnemu usporiadaniu krystalov a analyzované rtg.
difraktometrom Bruker D8 Advance SolXE. Ziarenie s na-
patim 40 kV a prudom 40 mA z W vldkna dopadalo na Cu
anddu s A = 1,540562 A. Boli zaznamenané skeny v krokoch
0,02°/0,8 s v rozmedzi 2 — 65°. Vysledkom merania je di-
frak¢na tabulka, ktora udava hodnoty medzirovinnych vzdia-
lenosti a intenzit vo vztahu k Millerovym indexom. Priemerné
referen¢né hodnoty boli vypocitané z doposial’ publikova-
nych hodnét.

Elektrénova mikroskopia (SEM) a mikroanalyza (EDS). Na
vzorky bola nanesena vrstva uhlika, v pripade EDS boli vzor-
ky narezané. Analyza bola vykonand mikroskopom JEOL
JSM-6390LV. Prostrednictvom mikroanalyzatora JEOL JXA
8530 F so spektrometrom SDD a rozliSenim 133 eV sa vyko-
nala distribdcia prvkov v konkrementoch.

Vysledky

Morfologické studie

Pozorovanie vzoriek pod binokuldrom (obrazok 1 A, B) od-
halilo rozdiely v morfologickych vlastnostiach konkrementov.
Pozorujeme odlisné sfarbenie, vnitornd aj povrchovu Struk-
tdru. Pri konkrementoc su pritomné koncentrické vrstvy. Na
urcenie chemického zloZenia bola vykonana analyza FTIR.

Infracervena spektroskopia (FTIR) a Ramanova
spektroskopia (RAMAN)

Metédou FTIR bol vo vzorke na obrazku 1A identifikovany
whewellit Ca(C,0,) - H,0. Rozdielne sfarbenie koncentrickych
vrstiev je spdsobené odliSnou koncentraciou Ca. Whewellit
bol ur¢eny dvoma spdsobmi:

a) namerané spektrum bolo porovnané s databazou ATR-

IR - Inorganics 1 — Bio-Rad Sadtler a na zaklade najvys-

Sej zhody urceny whewellit (obrazok 2),

Obrazok 1. A Cisty whewellit; B zmiesany konkrement whewellitu a dihydratu kys. etandiovej

| koncentracia Ca

C,H,04 - 2H,0

Ca(C204) - H2O

1 koncentracia Ca
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Obrazok 2. FTIR zaznam — porovnanie nameranych a referenénych hodnét pre whewellit — zhoda pozicie vinovych &isel a absorbancie
je dostatocne silnd na to, aby sme vzorku mohli oznacit ako whewellit
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Obrazok 3. FTIR zdznam — absorpcné maxima zodpovedaju pritomnosti whewellitu a dihydratu kys. etandiovej
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Obrazok 4. Ramanove spektrum dabhllitu
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Obrazok 5. Difraktogram struvitu — porovnanie pozicii a intenzit difraktovanych Ii¢ov s referenénymi
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b) bol identifikovany whewellit na zaklade pritomnosti funké-
nych skupin charakteristickych pre tento mineral. Vibracie

s 0 =652,3000 - 3500 cm™ reprezentuju H,0. Absorp¢-

né maximum s ¢ = 779 cm™ je charakteristickou vibra-

ciou C—H vazby a vibracie skupin C=0 a C-0 sa prejavuju
vmiestachsc=1313cm™, resp.c=1606 cm™.

Vo vzorke na obrazku 1B boli svetlé koncentrické vrstvy
tvorené dihydratom kys. etandiovej C,H,0, - 2H,0, tmavé Cas-
ti tvoril whewellit Ca(C,0.) - H,0. Vysledok merania zobra-
zuje obrazok 3. Vibracie s 0 =915 a 1 539 cm™ zodpoveda-
ju NH, skupine. Absorpéné maximum s 6 = 1316 cm™ patri
amidovej C—N skupine. Vibracia s 0 = 1457 cm™ reprezen-
tuje CH, skupinu. Karboxylova dvojitd C=0 vazba je vyjadre-
na vibraciou s 0 = 1743 cm™". Ostatné absorpcné maxima
patria whewellitu.

Metédou RAMAN (obrazok 4) bola zistenad pritomnost
dahlitu Cas(P0,C05)s(OH) (obrazok 3) identifikaciou vibra-
cii fosforec¢nanovych (P0,)~® molekdl v miestach s o = 433,
583,961, 1026 cm™'. Absorpcné maximum s ¢ = 1099 cm-
' je charakteristické pre (COs)> skupinu a vibracia s 0 =
1565 cm™ je identifikacnd pre amidovid C—N-H skupinu.
Vibracie su typické pre dahlit.

Praskova difrakéna analyza (PXRD)

Obrazok 5 zobrazuje difrakény zdznam struvitu (NH,)
Mg(P0,) - 6H,0 a porovnanie Udajov s referencnym spektrom
pre struvit ziskané z publikovanych priemernych hodn6t®).

Tabulka 1. Vysledky kvantitativnej EDS analyzy

Miesta analyz

Obrazok 6. SEM fotografia prizmatickych dipyramidalnych
krystalov typickych pre weddellit

Elektrénova mikroskopia (SEM)

Na obrazku 6 su viditelné prizmatické dypyramiddlne
krystaly. Tento tvar je typicky pre weddellit Ca(C,0.) - 2H,0,
aj ked podobné krystaly moze vytvarat aj iny mineral.

Elektrénova mikroanalyza (EDS)

Vysledky EDS analyzy dokumentuje tabulka 1 a obra-
zok 7. Tabulka 1 zobrazuje zastupenie prvkov a oxidov na

Miesta analyz

Prvky Oxidy
A B (o} D A B (o} D
N - - 89,39 86,81 Na,0 0,29 0,33 - -
Na 0,22 0,25 - - Si0; 2,21 4,01 7,35 13,19
Si 1 1,86 3,43 6,16 P,0s 2,68 2,17 -
P 1,16 1,17 - - S0; 1,36 1,26 -
S 0,69 0,63 - Ca0 93,46 92,23 2,52
Ca 66,83 65,94 1,8 -
0 30,1 30,02 4,64 7,03
cl - - 0,74 -
Spolu 100 100,1 100 100
76 2/2021
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Obrazok 7. ZloZzena mapa distribucie prvkov

(- Si,m - N+0,

- Ca+0)

vybranych miestach vzorky. Zo ziskanych tdajov predpokla-
dame na zaklade stechiometrickych vypoctov a porovnania
s databazou® vznik nasledujucich mineralov: oxid vdpena-
ty Ca0, kremen Si0, a malé mnozstva apatitu Cas(P0,)3(OH)
a anhydritu CaS0,. V miestach (C a D) s dominantnym ob-
sahom N predpokladdme vznik bliZzsie neSpecifikovanej or-
ganickej zlozky a kremeria SiO,. Obrazok 7 zachytava roz-
miestnenie prvkov vo vzorke a ich vzdjomnu afinitu. N a Ca
preukazuju vysoku afinitu k O, Si sa ukladd v okrajovych ¢as-
tiach NO a CaO tvori samostatnu jednotku.

Diskusia a zaver

Metoédu morfologickych Stadii vyuzivame ako doplnko-
vl podobne ako ini autori (8). Vyhodou je nizka cena analy-
zy, jednoduchost obsluhy, nenaro¢né hodnotenie vysledkov
a kratky ¢as merania (do 10 min.). Ak na povrchu konkremen-
tu nie su dostatocCne vyvinuté krystalové tvary, metdda nepo-
staCuje na presnu analyzu konkrementov.

Metéda FTIR spifia predpoklady na rutinné pouzivanie
a povazujeme ju za najlepsiu metddu na analyzu konkremen-
tov("). Poskytuje Gdaje na semikvantitativnej Grovni (ma vy-
soku $pecificitu a senzitivitu) a minimalizuje mnoZstvo chyb
v porovnani s chemickou titracnou analyzou(®". Je relativne
lacna (15 €/analyza)"?, jednoducha na obsluhu, hodnotenie
vysledkov je stredne naro¢né, vzorka vyzaduje homogeniza-
ciu a meranie trvad < 10 min. Namerané hodnoty su podobné
ako publikované tdaje(3'4.

RAMAN poskytuje v porovnani s FTIR vysledky na kvan-
titativnej Urovni so senzitivitou 96,3 % a Specificitou 98,5 —
99,5 %19, Cena analyzy je 17 €/vzorku('®, merania mozno ro-
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bit bodovo, vzorky nevyzaduju $pecialnu Upravu a analyza aj
nasledné hodnotenie vysledkov su stredne naro¢né. Nevyho-
dou je dizka merania, ktord méze byt v rozmedzi 10 — 180
min. Na pouzitie metédy RAMAN a FTIR postacuje mnozstvo
vzorky = 0,5 mm?3(7 a metddy st vhodné na analyzu liekovych
a inych menej ¢astych konkrementov. Hodnoty a intenzita
vibracii st totozné sa zhoduju s meraniami inych autorov('®.

PXRD analyza je kvalitna kvantitativha metéda na iden-
tifikacii struktary krystalickej latky. Meranie trvd 20 — 180
min a predl|Zuje sa s klesajucou hmotnostou vzorky. Cena
analyzy je 50 €/vzorku®®, konkrement je potrebné homoge-
nizovat, analyza je stredne narocna a hodnotenie vysledkov
naroc¢né. Nevyhodou je nemoznost merania amorfnych kon-
krementov(%29. Namerané hodnoty su dostatocne podobné
priemernym hodnotam z doposial publikovanych prac v rdm-
ci databazy AMCSD®",

Metoda SEM poskytuje fotografie vo vysokom rozliSe-
ni (dokaze rozlisit komponenty s velkostou od 1 nm). Dizka
analyzy stipa so zvySovanim chemickej heterogenity kon-
krementu a trva 20 — 120 min. Cena 1 analyzy je 20 €9, je
potrebné naparenie vzorky uhlikom, je naro¢na na obsluhu aj
hodnotenie vysledkov?*?), Krystaly na SEM fotografii st tva-
rom podobné krystalom weddellitu z inych publikacii®® a da-
tabdz®.

Metdda EDS ponuka kvantitativne vysledky chemického
zloZenia a distribuciu vybranych prvkov. Dizka analyzy (30 -
120 min.) podobne ako pri SEM stipa chemickou heteroge-
nitou konkrementu. Povrch vzorky je potrebné upravit, aby
bol hladky, a naparit uhlikom. Cena 1 analyzy je 20 €, mera-
nie a vyhodnocovanie vysledkov je relativne narocné(623, Vy-
sledky EDS tabulky pre jednotlivé merané body su pri porov-
nani s databazou dostatocne zhodné®. Obrazok 7 zobrazuje
rozlozenie prvkov a ich vzdjomnu afinitu a pomaha lepsie po-
chopit vznik konkrementu.

V porovnani so zastaranou® chemickou titracnou analy-
zou su vSetky opisané metddy vyskumu mocovych konkre-
mentov kvalitativne lepSie. Nedochadza k takému vysokému
mnozstvu chyb - falo$ne pozitivnym a faloSne negativnym
vysledkom. V slovenskych laboratdriach vzdy prevazuje po-
uzivanie chemickej titracnej analyzy. Tymto sme chceli po-
nuknut iné, spolahlivejSie moznosti analyz mocovych kon-
krementov.
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