© Pediatr Med Rodz 2018, 14 (2), p. 125-132
DOI: 10.15557/PiMR.2018.0012

Received: 07.05.2018
Accepted: 28.05.2018

Aleksandra Brewczyriska, Stawomir Lewicki Published: 29.06.2013

Analiza sktadu kamieni moczowych
An analysis of the composition of kidney stones

Zaktad Medycyny Regeneracyjnej i Biologii Komrki, Wojskowy Instytut Higieny i Epidemiologii im. Generata Karola Kaczkowskiego, Warszawa, Polska
Adres do korespondencji: Aleksandra Brewczyniska, Zaktad Medycyny Regeneracyjnej i Biologii Komarki, Wojskowy Instytut Higieny i Epidemiologi, ul. Kozielska 4, 01-163 Warszawa, tel.: +48 261816 141,
e-mail: brewczynska.a@gmail.com

Department of Regenerative Medicine and Cell Biology, The General Karol Kaczkowski Military Institute of Hygiene and Epidemiology, Warsaw, Poland
Correspondence: Aleksandra Brewczyriska, Department of Regenerative Medicine and Cell Biology, The General Karol Kaczkowski Military Institute of Hygiene and Epidemiology, Kozielska 4, 01-163 Warsaw,
Poland, tel.: +48 261816 141, e-mail: brewczynska.a@gmail.com

Streszczenie

Abstract

Wystepowanie kamieni w uktadzie moczowym pacjenta to objaw zachodzacego procesu chorobowego, w efekcie ktorego
dochodzi do wytracania zwigzkéw chemicznych i formowania si¢ ztogéw. Szacuje si¢, Ze formowanie si¢ kamieni dotyczy
nawet 10% populacji, a znalezienie pierwszego zlogu wiaze sie z 25-procentowym prawdopodobienstwem nawrotu ich
formowania w okresie 10 lat. Wobec tego z punktu widzenia diagnostyki bardzo wazna jest analiza kazdego ztogu wydalonego
samoistnie lub usunietego operacyjnie. Szczegélowe okreslenie struktury i sktadu chemicznego kamieni pozwala ustali¢
przyczyne ich powstawania, wybra¢ wlasciwa metode leczenia oraz zmodyfikowac diete chorego, a co za tym idzie — zapobiec
nawrotom formowania zlogéw. Znanych jest wiele sposobéw badania kamieni moczowych, takich jak: jakosciowa analiza
chemiczna, mikroskopia polaryzacyjna, skaningowa mikroskopia elektronowa, spektroskopia w podczerwieni i tomografia
komputerowa. W niniejszej pracy oméwiono techniki analizy kamieni moczowych ze wskazaniem wad i zalet kazdej z nich.
W obecnym stanie wiedzy najskuteczniejsza wydaje sie zwlaszcza spektroskopia w podczerwieni - jako szybka i precyzyjna
metoda pomiarowa. Nalezy jednak pamietal, ze w diagnostyce kluczowe znaczenie ma podejécie kompleksowe, a wigc
stosowanie kilku réznych metod badawczych, gdyz tylko ich réwnoczesne wykorzystanie pozwala poréwnaé otrzymane
wyniki i uzyskaé pelng informacj¢ o stanie chorego. Wspélcze$nie w celu usprawnienia identyfikacji ztogdw i szybkiego
wdrozenia odpowiedniej terapii badacze poszukujg nowych, innowacyjnych metod badania kamieni moczowych, takich jak
nanoskalowa cytometria przeptywowa. Prace nad udoskonaleniem aktualnie stosowanych oraz poszukiwanie nowych -
szybkich i skutecznych - technik badawczych daja nadziej¢ na wytypowanie jednej unikalnej metody, kompleksowo
oceniajacej kamien pobrany od pacjenta.

Stowa kluczowe: diagnostyka, kamienie moczowe, spektroskopia w podczerwieni, tomografia komputerowa

The presence of stones in the patient’s urinary tract is a sign of a disease process leading to the precipitation of chemical
compounds and formation of deposits. It is estimated that kidney stone formation affects up to 10% of population, and the first
identified deposit is associated with 25% risk of recurrence within 10 years. Therefore, it is very important from the diagnostic
point of view to analyse every spontaneously excreted or surgically removed stone. Precise determination of the structure and
chemical composition of stones allows to identify the reasons of their formation, choose appropriate treatment method and
modify patient’s diet, and thus prevent recurrence. A number of methods have been developed for the analysis of urinary stones,
such as qualitative chemical analysis, polarised light microscopy, scanning electron microscopy, infrared spectroscopy and
computed tomography. The paper discusses different analytic techniques for the evaluation of kidney stones, including their
advantages and limitations. In the current state of knowledge, infrared spectroscopy seems to be the most effective, rapid and
precise measuring technique. It should be noted, however, that a comprehensive approach, i.e. the use of several different
techniques, is of key importance in the diagnosis, as only their simultaneous use allows to compare the obtained results and
obtain full information about the patient’s condition. Innovative methods for the analysis of kidney stones, such as nanoscale
flow cytometry, are currently sought to improve deposit identification and rapid implementation of appropriate treatment.
Works to improve the currently used techniques as well as the search for new quicker and more effective methods give rise to
hopes that a single unique method for a comprehensive assessment of stones collected from patients will be selected.
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Urologicznego (European Association of Urology,

EAU) u kazdego pacjenta ze wstepnym rozpozna-
niem kamicy nerkowej nalezy oznaczy¢ sklad chemiczny
przynajmniej jednego zlogu wydalonego z uktadu moczo-
wego samoistnie lub usunietego operacyjnie™. Podobny
poglad wyrazaja zajmujacy sie kamicg nefrolodzy, zwlasz-
cza nefrolodzy dzieciecy, gdyz u kazdego dziecka z kamica
w ukladzie moczowym powinno si¢ wykona¢ szczegdtowa
diagnostyke w zakresie metabolicznego podloza choroby®.
W analizie kamieni nerkowych kluczowe znaczenie ma ba-
danie ich struktury oraz skladu pierwiastkowego, ktére
umozliwia identyfikacje rodzaju zlogéw. Pozwala to na skla-
syfikowanie rodzaju kamicy nerkowej oraz na odpowied-
nie dobranie i ukierunkowanie leczenia®®. Sktad kamieni
moczowych jest bardzo réznorodny. Moga si¢ one sklada¢
ze szczawianow wapnia lub fosforu, moczanéw, kryszta-

Zgodnie z wytycznymi Europejskiego Towarzystwa

téw kwasu moczowego, fosforanu amonowo-magnezowe-
go (struwitu), weglanu wapnia, krysztaléw cystynowych
badz krysztatéw krzemowych®. Doktadne okreslenie struk-
tury i sktadu chemicznego kamieni moczowych jest trud-
ne, jednak z punktu widzenia diagnostyki informacja na te-
mat rodzaju powstalych ztogéw pomaga ustali¢ przyczyne
ich powstawania, dobra¢ odpowiednig metode leczenia oraz
zweryfikowa¢ diete chorego, co z kolei powinno si¢ przyczy-
nia¢ do zapobiegania nawrotom choroby®.

Istnieje wiele sposobow identyfikacji kamieni moczowych,
wydaje sie jednak, ze najskuteczniejsze jest podejscie kom-
pleksowe, uwzgledniajace zastosowanie réznych technik,
takich jak: jako$ciowa analiza chemiczna, mikroskopia po-
laryzacyjna, skaningowa mikroskopia elektronowa, spek-
troskopia w podczerwieni i tomografia komputerowa.

JAKOSCIOWA ANALIZA CHEMICZNA

Badanie skladu chemicznego ztogéw ma istotne znaczenie
w wyborze odpowiedniego sposobu leczenia i zaplanowa-
niu dalszej diagnostyki. Metoda powszechnie stosowana
w polskich laboratoriach do identyfikacji glownych sktad-
nikéw mineralnych kamieni jest jako$ciowa analiza che-
miczna. Analizie podlega zawarto$¢ nastepujacych sklad-
nikéw: szczawianu wapnia, fosforanu wapnia, fosforanu
magnezowo-amonowego, kwasu moczowego, moczanow,
cystyny. Badanie polega na dodaniu odpowiednich odczyn-
nikéw do doktadnie zmielonej prébki kamienia, rozpusz-
czonej w wodzie destylowanej. Zastosowanie selektywnych
odczynnikéw oraz analiza zachodzacych reakeji, zwigzana
ze zmiang zabarwienia probki, wytrgceniem sie osadéw lub
wydzielaniem pecherzykéw gazu, pozwalaja ustali¢ obec-
no$¢ poszczegolnych jonéw wchodzacych w sktad analizo-
wanego kamienia®®. Zwykle do celéw analizy wystarczaja-
cy jest niewielki kamien o $rednicy 2-3 mm. Wiele kamieni
ma strukture dwuskladnikowg lub wielosktadnikowsy, dla-
tego zaleca sie pobieranie probek z dwdch czeéci kamienia,
tj. z warstwy zewnetrznej oraz z jadra”. Obecnie przewaza
poglad, ze w przypadku, gdy kamienie zawieraja wigcej niz
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ccording to the European Association of Urology
A(EAU), chemical composition of at least one kid-

ney stone spontaneously excreted or surgically re-
moved from the urinary tract should be assessed in each
patient with the preliminary diagnosis of urolithiasis®".
A similar opinion is expressed by nephrologists dealing
with this disease, paediatric nephrologists in particular as
detailed diagnosis to identify the metabolic cause of the dis-
ease should be performed in each child with urolithiasis®.
The analysis of kidney structure and elemental composi-
tion, which allows for the identification of the type of de-
posits, is of key importance for the evaluation of kidney
stones. This enables determination of the type of urolithi-
asis as well as appropriate selection and targeting of treat-
ment®. The composition of kidney stones may vary signifi-
cantly. They may consist of calcium oxalates or phosphorus,
urate, uric acid crystals, magnesium ammonium phosphate
(struvite), calcium carbonate, cystine crystals or silicon
crystals®. Although accurate determination of the struc-
ture and chemical composition of kidney stones is difficult,
from the diagnostic point of view it helps determine the
cause of their formation, select appropriate treatment meth-
od as well as verify patient’s diet, which may in turn prevent
disease recurrence®.
Although there are many methods for the identification
of kidney stones, it seems that the comprehensive approach
including different techniques, such as qualitative chemical
analysis, polarised light microscopy, scanning electron mi-
croscopy, infrared spectroscopy and computed tomography,
is most effective.

QUALITATIVE CHEMICAL ANALYSIS

An analysis of the chemical composition of deposits is im-
portant for the choice of appropriate treatment method and
for the planning of further diagnosis. Qualitative chemi-
cal analysis is a method widely used in Polish laborato-
ries to identify the main mineral components of stones.
The following components are analysed: calcium oxalate,
calcium phosphate, magnesium ammonium phosphate,
uric acid, urate, cystine. The analysis involves adding ap-
propriate reagents to a finely ground specimen of stone dis-
solved in distilled water. The use of selective reagents and
the analysis of reactions associated with changes in the co-
lour of the sample, precipitation or formation of gas bub-
bles allow to determine the presence of different ions in-
cluded in the analysed kidney stone®®. A small kidney
stone about 2-3 mm in diameter is usually sufficient for
the analysis. There are many stones with two- or multiple-
component structure; therefore sample collection from two
parts of the stone, i.e. from the external layer and the core,
is recommended”. Currently, the prevailing view is that if
stones contain more than one type of material (inhomoge-
neous kidney stones), precise information on their structure
may be obtained only from physical analysis, while chemi-
cal analysis is only supplementary®. It should be noted that
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jeden mineral (kamienie niejednorodne), doktadne infor-
macje odnosnie do ich budowy moze przynies¢ tylko ana-
liza fizyczna, analiza chemiczna stanowi zas$ jedynie jej uzu-
pelnienie®. Nalezy bowiem pamietal, ze analizy chemiczne
sa stosunkowo niedokladne ze wzgledu na falszywie pozy-
tywne i falszywie negatywne wyniki i nie pozwalajg na roz-
roznienie kamieni pod katem wystepowania roznych faz
krystalicznych®.

Wisréd dostepnych metod analizy kamieni moczowych
tradycyjnie stosowana jest analiza chemiczna ze wzgle-
du na fatwos¢ wykonania i niski koszt, cho¢ ta techni-
ka jest czasochlonna i wymaga duzej iloéci materiatu®®.
Wedlug niektérych autoré6w metody chemiczne anali-
zy sktadu kamieni wykazujg stopien btedu na poziomie
6,5-94%, co potwierdza ich duza niespecyficzno$év.
Wytyczne EAU klasyfikujg metode analizy chemicznej jako
przestarzaly i zalecaja uzywanie innych metod analiz skta-
du kamieni. Specjalistyczne laboratoria wykonujace ana-
liz¢ kamieni nerkowych powinny by¢ zatem wyposazone
w dodatkowe urzadzenia do analiz, takie jak mikroskop
polaryzacyjny, dyfraktometr rentgenowski, spektroskop
w podczerwienit'?.

MIKROSKOPIA

Mikroskopia, zaréwno optyczna, jak i elektronowa, sta-
nowi uzyteczne narzedzie do obserwacji kamieni mo-
czowych. Pozwala szybko uzyska¢ wiele informacji
o badanych proébkach, ktére mozna dalej przetwarzaé
i wizualizowaé. Metoda ta umozliwia ponadto - na pod-
stawie analizy roznych wlasnosci fizycznych i optycznych
ocenianego materialu - okreslenie sposobu krystalizacji
i formy wystepowania faz mineralnych, ustalenie sktadu
pierwiastkowego, a co za tym idzie - identyfikacje i kla-
syfikacje rodzaju zlogéw. Uzyskane wyniki pozwalajg de-
cydowa¢ o dalszym toku postepowania z zastosowaniem
kolejnych narzedzi diagnostycznych oraz odpowiednim
ukierunkowaniu leczenia®>'¥). Ponizej oméwiono dwa ro-
dzaje mikroskopii stosowane najczesciej do oceny skladu
kamieni nerkowych.

Mikroskopia polaryzacyjna

W 1947 roku Prien i Frondel wskazali mikroskopie polary-
zacyjna jako narzedzie do identyfikacji skladnikéw krysta-
licznych kamieni moczowych na podstawie pomiaru wspét-
czynnika zalamania $wiatla®®. Zastosowanie polaryzacyjnej
mikroskopii optycznej umozliwia oceng fizycznych i struk-
turalnych cech kamieni moczowych na podstawie réznicy
we wiasciwo$ciach optycznych®'”. Dziatanie mikroskopu
optycznego opiera si¢ na zjawisku dwojlomnosci substancji.
Obraz powstaje w wyniku natozenia na siebie dwdch wigzek
$wiatla spolaryzowanego. W urzadzeniu wystepuja dwa po-
laryzatory liniowe ustawione do siebie pod katem 90°. Jezeli
w badanym obiekcie znajdujg si¢ obszary zdolne do skreca-
nia plaszczyzny $wiatla spolaryzowanego, to interferencja
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chemical analysis is relatively inaccurate due to false pos-
itive and false negative results and does not allow for the
differentiation between kidney stones in terms of different
crystalline phases®.

Among the available methods for the analysis of kidney
stones, chemical analysis is traditionally used due to its
easy application and low costs, although it is time-consum-
ing and requires large amounts of material'”. According to
some authors, chemical analyses of kidney stone composi-
tion have a high error rate ranging between 6.5 and 94%,
which confirms their high non-specificity".

The EAU guidelines classify chemical analysis as out-
dated and recommend other analytic techniques for the
evaluation of kidney stones. Therefore, specialist labo-
ratories performing kidney stone analysis should be fit-
ted with additional analytical equipment, such as a polar-
ised light microscope, an X-ray diffractometer, an infrared
spectroscope!’?.

MICROSCOPY

Both optical and electron microscopy are a useful tool
for the observation of kidney stones. They allow for rapid
acquisition of data on the analysed samples, which may
be further processed and visualised. Furthermore, based
on the analysis of different physical and optical prop-
erties of the evaluated material, it is possible to deter-
mine the type of crystallisation and the forms of miner-
al phases, elemental composition, and thus to indentify
and classify the type of deposits. The obtained results al-
low to decide about further management using other di-
agnostic tools as well as to choose appropriate course
of treatment>!%, Two most common types of microsco-
py used for the assessment of kidney stone composition
are discussed below.

Polarised light microscopy

In 1947, Prien and Frondel proposed polarised light mi-
croscopy as a tool for the identification of crystal compo-
nents of kidney stones based on the measurement of refrac-
tive index"?). The use of polarised light microscopy allows
for the assessment of physical and structural features of kid-
ney stones based on different optical properties'®!”. Optical
microscopy is based on the phenomenon of birefringence
of a substance. The image is created by overlapping of two
polarised light beams. There are two linear polarisers in-
clined to each other at angle of 90° in the device. If the in-
vestigated object contains areas capable of rotating the plane
of polarised light, then the interference of the penetrating
beam with the reference beam will result in the visualisation
of these areas in the microscopic image'®. The possible as-
sessment of mineral phases (the manner of crystallisation)
as well as the possible analysis of small amounts of mate-
rial render polarised light microscopy superior to chemi-
cal methods".
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wigzki penetrujacej z wigzka odniesienia spowoduje uwi-
docznienie tych obszaréw w obrazie mikroskopowym®.
Zdolnos¢ do oceny wystepowania faz mineralnych (sposo-
bu krystalizacji), jak rowniez mozliwo$¢ analizy malej ilosci
materiatu stanowig o wyzszosci mikroskopii polaryzacyjnej
nad metodami chemicznymi®®.

Mikrofotografie powstale w $wietle odbitym spolaryzo-
wanym mogga takze stuzy¢ do wyboru reprezentatywnych
fragmentéw probek do kolejnych analiz, np. z zastosowa-
niem skaningowej mikroskopii elektronowej. Mikroskopia
optyczna to niewatpliwie metoda oceny wstepnej. Mimo
ze dostarcza cennych informacji na temat badanego ztogu,
to powiekszenie, jakie pozwala uzyska¢, moze sie okazac
niedostateczne do analiz proceséw krystalizacji ztogdw ka-
mieni w skali nanometrowej®.

Skaningowa mikroskopia elektronowa

Skaningowy mikroskop elektronowy (scanning electron mi-
croscope, SEM) z przystawka analityczna do dyspersji ener-
gii promieniowania rentgenowskiego (energy dispersive
X-ray spectroscopy, EDS) jest narzedziem wykorzystywa-
nym w badaniach do obserwacji, analizy i charakteryza-
cji powierzchni badanego materiatu z uwzglednieniem
jego morfologii i skladu pierwiastkowego. W przedsta-
wionym typie mikroskopu okreslony obszar analizowanej
powierzchni zostaje poddany dziataniu skanujacej, sku-
pionej i skoncentrowanej wiazki elektronowej o ustalonej
energii. Technologia SEM opiera si¢ na wysytaniu z kato-
dy wolframowej wytwarzanych elektronéw, ktore sg sku-
pione w wigzke elektronéw. Pierwotna wigzka elektronéw
wnika w powierzchniowg warstwe probki i powoduje wy-
bijanie elektrondw, najczesciej z atoméw polozonych naj-
blizej powierzchni materiatlu. Wzbudzony i zanalizowany
sygnat elektronéw wtérnych (secondary electrons, SE) po-
zwala okresli¢ morfologie powierzchni i pokroj krysztalow,
z ktérych zbudowany jest badany material w analizowa-
nym mikroobszarze. Natomiast wzbudzone i zanalizowane
charakterystyczne promieniowanie rentgenowskie pozwala
na okreslenie sktadu pierwiastkowego warstwy wierzchniej
badanego obiektu. Jest to obserwacja dokonywana w elek-
tronach wstecznie rozproszonych (backscattered electrons,
BSE)®”. Wiazka jest centrowana i ogniskowana na po-
wierzchni probki poprzez soczewki elektromagnetyczne('©).
Liczne dane literaturowe opisujace analizy mineralogicz-
ne kamieni moczowych wykazuja, ze moga by¢ one zbu-
dowane jednorodnie lub stanowi¢ kompleks réznych faz
mineralnych®?). Ocena struktury i sktadu chemicznego
kamieni moczowych z wykorzystaniem SEM EDS umoz-
liwia prowadzenie mikroanaliz probki w dowolnie wybra-
nym punkcie, liniowo (po zadanej linii) lub powierzch-
niowo, co pozwala stworzy¢ mape rozkladu pierwiastkow
calej badanej powierzchni. W efekcie zastosowania od-
powiedniej kalibracji mozna uzyskiwa¢ réwniez wyniki
ilo§ciowe??. Taka analiza jest zautomatyzowana i skom-
puteryzowana, poniewaz odpowiednie oprogramowanie
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Microphotographs created in the reflected polarised light
may be also used for the selection of representative frag-
ments of samples for further analyses, e.g. using scanning
electron microscopy. Optical microscopy is undoubted-
ly a tool for preliminary assessment. Although it provides
valuable information about the analysed deposit, the pos-
sible magnification may be insufficient for the analysis
of the process of crystallisation of stones in the nanome-
tre scale®.

Scanning electron microscopy

A scanning electron microscope (SEM) with an ener-
gy dispersive X-ray spectrophotometer attached is a tool
used for observation, analysis and characteristics of the
surface of the analysed material, including morphology
and elemental composition. In the presented type of mi-
croscope, a specific area of the analysed surface is scanned
by a focused and concentrated electronic beam of a pre-
determined energy. SEM technology is based on emit-
ting an electron beam from a wolfram cathode. The pri-
mary electron beam penetrates into the surface layer
of the sample and causes electrons to be emitted, usually
from atoms located closest to the surface of the material.
The excited and then analysed secondary electron (SE)
signal allows to determine surface morphology and the
habit of crystals which form the material in the analysed
microarea. The excited and analysed characteristic X-rays
allow to determine the elemental composition of the su-
perficial layer of the investigated object. This observa-
tion is performed in backscattered electrons (BSE)®??.
The beam is cantered and focused on the surface of the
sample through electromagnetic lenses!®.

Substantial literature data describing mineralogical analy-
ses of kidney stones indicates that their composition may
be homogeneous or may be a complex of different min-
eral phases®?". Assessment of the structure and chemical
composition of kidney stones using SEM EDS allows for
sample microanalysis in a selected point, linearly (along
a selected line) or superficially, which allows to create
a map showing the distribution of elements throughout
the entire surface. Appropriate calibration may also pro-
duce quantitative results®?. Such an analysis is automat-
ed and computerised as an appropriate software allows for
the evaluation of the investigated objects directly on the
screen of the microscope as well as for creating a digital
record of the created photographic documentation#23-29,
Electron microscopy combined with EDS allows for the
determination of elemental composition at a content
of about 0.1% by weight of samples of a size of several
micrometers or for the creation of a map of elemental dis-
tribution in a larger area of the sample with micrometric
spatial resolution®®,

Kidney stones obtained from patients for SEM analysis re-
quire proper preparation. First, organic residues should be
removed from their surface, then the investigated sample
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pozwala na dokonywanie oceny badanych obiektéw
bezposrednio na ekranie mikroskopu oraz na tworze-
nie cyfrowego zapisu stworzonej dokumentacji fotogra-
ficznej1823-29), Dzieki mikroskopowi elektronowemu w po-
faczeniu z EDS mozna ustali¢ sktad pierwiastkowy przy
zawarto$ci okoto 0,1% wagowych probek o rozmiarze kil-
ku mikrometréw lub utworzy¢ mape rozkladu pierwiast-
kéw w wigkszym obszarze prébki z mikrometryczng roz-
dzielczo$cig przestrzenng'®.

Kamienie nerkowe pozyskane od pacjentéw do analiz
SEM muszg by¢ odpowiednio przygotowane. Na wstepie
nalezy usuna¢ z ich powierzchni pozostatosci organicz-
ne, a nastepnie oczysci¢ badang powierzchnie prébki oraz
napyli¢ cienkg warstwa substancji przewodzacej (np. zto-
to, platyna, wegiel). W celu dokonania wlasciwej interpre-
tacji obrazéw roznych powierzchni uzyskanych za pomo-
ca mikroskopu elektronowego trzeba przeprowadzi¢ probe
odniesienia, ktéra oszacuje, w jakim stopniu material ba-
dawczy moze ulec zniszczeniu podczas badania. W litera-
turze opisano bowiem przypadki zmiany strukturalnej ba-
danych materiatéw pod wplywem wiazki elektronow¢-2%),
Mikrofotografie uzyskane za pomocg SEM pozwalaja wy-
kona¢ dokumentacj¢ kamieni nerkowych w duzym po-
wiekszeniu. Metoda ta umozliwia szybka identyfikacje
rodzaju kamieni na podstawie okre$lenia ich sktadu che-
micznego w mikroobszarach, bez koniecznosci stosowa-
nia procesu roztwarzania w roztworach kwaséw i zasad
(w ten sposob unika sie niszczenia materialu badawczego
i oszczedza czas)?). Obserwacje mikrofotografii pozwa-
lajg ustali¢ formy skrystalizowania oraz formy wystepo-
wania faz mineralnych w ztogu, a co za tym idzie - po-
zwalajg na jego identyfikacje. Ukazuja one szczegélowo
powierzchnie krysztaléw, ich wielko$¢ oraz charakter kra-
wedzi powierzchni kamienia. Metoda ta umozliwia iden-
tyfikacje sktadu pierwiastkowego badanego materiatu oraz
pozwala tworzy¢ mapy pierwiastkow obrazujace ich roz-
ktad w analizowanym obszarze probki'®. Analiza ta jest
stosunkowo szybka i dostarcza wielu informacji, na pod-
stawie ktorych mozna sklasyfikowaé badany z16g, a tym
samym zaleci¢ pacjentowi odpowiednig diete zmniejsza-
jaca ryzyko nawrotéw kamicy nerkowej!®. Technika SEM
EDS w poréwnaniu z innymi technikami wykazuje niz-
szg czulos¢, jednak z powodzeniem moze by¢ stosowana
jako podstawowa technika badania kamieni. Wynika to ze
stosunkowo szybkiego czasu trwania analizy, ktéra dodat-
kowo nie niszczy materialu badawczego. Badanie to po-
zwala zakwalifikowaé material badawczy do okreslonego
rodzaju oraz dostarcza wskazoéwek dotyczacych dalszych
badan, zapewniajac wstepna klasyfikacje badanych pro-
bek na podstawie zawartoéci wybranych pierwiastkow!!®).
Jest to technika nieinwazyjna, ktéra dostarcza informacji
o charakterystyce ksztaltu czastek, ich $rednicy i lokaliza-
cji w danych obszarach kamienia. Wyzej opisana metoda
stanowi atrakcyjng alternatywe dla konwencjonalnych me-
tod obrazowych stosowanych w diagnostyce kamicy ukta-
du moczowego®.
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surface should be cleaned and sprayed with a thin lay-
er of conductive substance (e.g. gold, platinum, carbon).
In order to properly interpret the images of different sur-
faces obtained using an electron microscope, a reference
test should be performed to estimate the possible degree
of material damage during analysis. Cases of structur-
al changes in the analysed materials induced by an elec-
tron beam have been reported®*-*®. Microphotographs
obtained by SEM allow for the documentation of kidney
stones at high magnification. The method enables rapid
identification of the type of stones based on their chemical
composition in microareas, without the need to dissolve
them in acid/base solutions (which in turn allows to avoid
damage to the investigated material and save time)®”.
Observation of microphotographs allows to determine
crystallised forms of mineral phases in the deposit, and
thus its identification. They show the details of crystal sur-
face, crystal size and the type of crystal edges. The method
allows to identify the elemental composition of the anal-
ysed material as well as to create elemental maps that show
the distribution of different elements in the analysed sam-
ple area. The analysis is relatively quick and provides
a lot of data, based on which the deposit may be classified
and thus the patient may be offered an appropriate diet
reducing the risk of recurrent urolithiasis"». Compared
to other methods, the SEM EDS technique shows lower
sensitivity, but it may be successfully used as a basic tech-
nique for kidney stone evaluation. This is due to the fact
that the analysis is relatively fast and does not cause dam-
age to the tested material. It allows to classify the analysed
material into a specific type and provides guidance for fur-
ther testing by ensuring preliminary classification of the
tested samples based on their elemental content"®. This
is a non-invasive technique, which provides information
on the shape and diameter of particles as well as their loca-
tion within the given areas of the stone. This method is an
attractive alternative for conventional imaging techniques
used in the diagnosis of urolithiasis®.

INFRARED SPECTROSCOPY

Spectroscopic methods involve an analysis of the interac-

tion of electromagnetic radiation with matter. Several vari-

ants may be distinguished®”:

« emission spectroscopy involving an assessment of radia-
tion emitted by the sample;

« absorption spectroscopy, which analyses the amount
of energy absorbed by the sample;

« Raman spectroscopy, which analyses radiation scattered
by the sample.

Infrared spectroscopy measures the absorption of radia-

tion associated with the excitation of the oscillation levels

of molecules. Although infrared spectroscopy was first used

in 1995, it was only in the last decade that it was considered

a reliable method for the analysis of kidney stones obtained

from patients?.
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SPEKTROSKOPIA
W PODCZERWIENI

Metody spektroskopowe polegaja na analizie interakcji
energii promieniowania elektromagnetycznego z materia.
Wir6d nich wyréznia sie kilka wariantow®?:
« metody emisyjne, polegajace na ocenie promieniowania
emitowanego przez probke;
« metody absorpcyjne, w ktorych analizie podlega ilo§¢
energii zaabsorbowanej przez prébke;
« spektroskopie Ramana, ktora analizuje promieniowanie
rozproszone przez probke.
Spektroskopia w podczerwieni bada absorpcje promienio-
wania zwigzang ze wzbudzeniem pozioméw oscylacyjnych
czasteczek. Po raz pierwszy spektroskopia w podczerwieni
zostala zastosowana w 1995 roku, jednak dopiero w ostat-
niej dekadzie uznano ja za wiarygodna i miarodajng meto-
de wykorzystywang do analiz kamieni moczowych pobra-
nych od pacjenta?.
Podczerwien to promieniowanie elektromagnetyczne
o dlugosci fal pomiedzy promieniowaniem widzialnym
a mikrofalowym. Jest to zakres dtugosci fali 0,7-50 pm.
Technika spektroskopii w podczerwieni polega na reje-
stracji promieniowania elektromagnetycznego z zakresu
podczerwieni (4000-400 cm™) emitowanego lub zaab-
sorbowanego przez czasteczke jako efekt przej$¢ mie-
dzy stanami rotacyjnymi lub oscylacyjno-rotacyjnymi
czasteczki®V. Poszczegblne molekuly oraz wigzania ato-
mow sg opisane $cisle okreslonymi czestosciami cha-
rakterystycznych drgan. Wynik pomiaru otrzymuje si¢
w postaci widm, ktdre stanowig wykresy intensywno-
$ci (absorpcji lub procentu transmisji) w funkeji poto-
zenia (liczby falowej). Liczba falowa (v) réwna si¢ od-
wrotnosci dlugosci fali i jest wyrazana w cm™'¢?. Dzieki
analizie widma promieniowania podczerwonego mozna
okresli¢ sktad chemiczny analizowanych prébek poprzez
ocene pasm charakterystycznych dla drgan wystepuja-
cych w czasteczkach®. Obecnie spektrometry zamiast
widm rejestruja bezposrednio tzw. interferogramy (ob-
razy interferencji dwdch wigzek - jednej o stalej dtugo-
éci i drugiej o statej predkosci), co — w efekcie przejscia
przez probke szerokopasmowego promieniowania — po-
zwala na rejestracje catkowitego widma w podczerwieni.
Powoduje to znaczne skrdcenie czasu analizy przy jedno-
czesnym zwigkszeniu czuto$ci tych metod“?.
Metoda spektroskopowa polegajaca na analizie oddziaty-
wania promieniowania elektromagnetycznego z materia,
w tym spektroskopia w podczerwieni, jest najodpowied-
niejsza technika analizy kamieni moczowych i stala si¢ zto-
tym standardem w ich badaniu®*¥. Spektroskopia w pod-
czerwieni to szybka i precyzyjna technika pomiarowa, ktéra
badajac fizyczne wlasno$ci materii, jednocze$nie umozliwia
interpretacje otrzymanych wynikéw w powiazaniu z budo-
w3 chemiczng badanej probki. Dostarcza wielu cennych in-
formacji dotyczacych réznych grup funkcyjnych wystepuja-
cych w badanej prébce!®.
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Infrared radiation is a type of electromagnetic radiation
with a wavelength between visible and microwave radi-
ation, i.e. 0.7-50 um. The technique of infrared spectros-
copy involves registration of infrared electromagnetic ra-
diation (4,000-400 cm™) emitted from or absorbed by
a molecule as a result of transitions between rotational or
vibrational-rotational states of the molecule®". Molecules
and atom bonds are described by strictly defined frequen-
cies of characteristic vibrations. The result of the measure-
ment is obtained in the form of spectra, which are pre-
sented in the form of intensity plots (of the absorption or
the percentage of transmission) as a function of location
(a wave number). The wave number (v) is the reciprocal
of the wavelength and is expressed in cm~®?. The anal-
ysis of infrared radiation spectrum may be used to de-
termine the chemical composition of the analysed sam-
ples by assessing the bands characteristic for vibrations
in the molecules®®. Currently, spectrometers directly reg-
ister interferograms (images of two-beam interference -
one beam is of fixed length and the other is of constant
velocity), which, as a consequence of broadband radia-
tion passing through the sample, allows for the registra-
tion of the entire infrared spectrum. This significantly re-
duces the time of analysis, while increasing the sensitivity
of these methods"?.

The spectroscopic method of analysing the interaction
of electromagnetic radiation with matter, including infra-
red spectroscopy, is the most appropriate technique for the
analysis of kidney stones and has become the gold stan-
dard for kidney stone analysis"**. Infrared spectroscopy
is a rapid and precise measuring technique that by mea-
suring the physical properties of matter, allows for the in-
terpretation of the results obtained in connection with the
chemical structure of the analysed sample. The technique
provides a lot of valuable information about various func-
tional groups present in the sample®.

COMPUTED TOMOGRAPHY

In the case of patients experiencing acute pain in the lum-
bar region, non-contrast-enhanced computed tomography
is the diagnostic standard. The scan allows to determine
the density, diameter and structure of the kidney stone as
well as to identify its anatomical location (to determine
the distance between the stones and the skin among oth-
er things), which helps select an appropriate method for
stone resection). The Hounsfield scale, a quantitative scale
for describing radiodensity of kidney stones, is a useful tool
for the selection of the method for stone removal based on
CT. CT visualisation of non-radiopaque kidney stones in an
X-ray image, e.g. stones composed of xanthine and uric
acid, is an additional advantage of this method.

Non-contrast-enhanced computed tomography may
classify kidney stones in terms of their composition.
Introduction of spectral scanners, which allow for the anal-
ysis of the atomic number of the analysed substance, has
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TOMOGRAFIA KOMPUTEROWA

W przypadku wystepowania u pacjenta objawow ostrego
bdlu w okolicy ledzwiowej standardem w diagnostyce jest
stosowanie tomografii komputerowej bez kontrastu. Badanie
to umozliwia okreslenie gestosci, srednicy oraz struktury ka-
mienia, a takze ustalenie anatomii miejsca wystgpowania zto-
gow (m.in. okrelenie odleglosci kamieni od skory), co po-
maga w wyborze metody resekcji kamienia®. W stosowaniu
tomografii komputerowej w celu doboru metody usuwania
kamieni uzyteczna jest skala Hounsfielda - ilosciowa skala
opisujgca gestos¢ radiologiczng kamieni. Dodatkowg zale-
ta tej metody jest uwidacznianie w tomografii komputero-
wej kamieni niecieniujacych w pogladowym zdjeciu rentge-
nowskim, np. zbudowanych z ksantyny i kwasu moczowego.
Tomografia komputerowa bez kontrastu moze klasyfikowa¢
kamienie wedtug sktadu. Wprowadzenie do produkcji skane-
row spektralnych, pozwalajacych na analize liczby atomowej
obrazowanej substancji, umozliwia doktadng charakterystyke
ztogow i okreslenie ich sktadu chemicznego. Nalezy pamie-
ta¢ réwniez o wadach tej metody: braku informacji o anato-
mii i funkcjonowaniu nerek i uktadu moczowego oraz ry-
zyku stosowania podwyzszonych dawek promieniowania.
Rozwigzaniem powyzszych problemdw jest zastosowanie
tomografii komputerowej o niskiej dawce promieniowania,
ktora u pacjentéw z niskim wskaznikiem masy ciata charak-
teryzuje sie czulo$cia na poziomie 96% i swoisto$cig 95%°).
Badanie skladu chemicznego kamieni nerkowych jest nie-
zwykle istotne dla zrozumienia przyczyn ich powstania.
Analiza skladu kamieni pozwala na wybor odpowiednich
schematow i metod leczenia, co skutecznie zapobiega na-
wrotom formowania si¢ ztogow.

PODSUMOWANIE

Analize sktadu chemicznego kamienia moczowego po raz
pierwszy opisano pod koniec XVIII wieku. Istnieje wiele roz-
nych metod analizy kamieni moczowych, jednak z klinicznego
punktu widzenia Zadna z nich nie jest wystarczajaca dla uzy-
skania kompletnej informacji o strukturze i skfadzie zlogow
formujacych sie w ukladzie moczowym. Wobec tego w diagno-
styce kamicy na poziomie analizy kamieni moczowych zaleca
si¢ stosowanie rownoczeénie kilku metod analizy®®. Obecnie
wcigz testowane sg kolejne techniki badawcze majace na celu
zwiekszenie dokladnosci analizy sktadu kamieni moczowych,
takie jak np. nanoskalowa cytometria przeptywowa". Nalezy
mie¢ nadzieje, ze wyniki tych badan umozliwia wytypowanie
jednej unikalnej metody, kompleksowo oceniajgcej kamien
pobrany od pacjenta. Pozwolitoby to na wystandaryzowanie
schematdw leczenia, a co za tym idzie - poprawe jakosci zycia
pacjentow borykajacych sie z kamicg nerkows.
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enabled a detailed characteristics of deposits, including
their chemical composition. It should be also noted that
the method has some limitations, such as the lack of in-
formation on renal/urinary anatomy and function and the
risk of using increased radiation doses. These limitations
may be eliminated by using CT with low radiation dos-
es, which shows sensitivity of 96% and specificity of 95%
in patients with low BMI®?,

The analysis of the chemical composition of kidney stones
is essential to understand the cause of their formation.
It allows for the choice of appropriate treatment regimens
and methods, and thus to effectively prevent recurrences.

CONCLUSIONS

The first analysis of the chemical composition of a kid-
ney stone was described at the end of the 18" century.
Although there are many different methods for analysing
kidney stones, from the clinical point of view none of these
are sufficient to obtain complete information on the struc-
ture and composition of urinary tract deposits. Therefore,
a simultaneous use of more than one analytical method
is recommended in the diagnosis of kidney stones in uroli-
thiasis®®). New techniques are currently being tested to im-
prove the accuracy of the analysis of the composition of kid-
ney stones, such as nanoscale flow cytometry®®. Hopefully,
these studies will enable the selection of one unique meth-
od for the comprehensive assessment of kidney stones ob-
tained from a patient. This would allow the standardisation
of therapeutic regimens, and thus improved quality of life
if patients with urolithiasis.
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