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Mami i tati, sa ljubavlu,

za sve godine podrske 1 razumcevanja



Kao student na multidisciplinarnim studijama PMF, naucio sam da se resenje
vedine problema mozZe pronaci uporednim jzucavanjem vise fundamentalnib nauka.
Verujem da je cilj moyih nastavnika ostvarcn ovim radom. Ovaj rad je raden u vise
laboratorjja Univerziteta u Novorn Sadu 1 to u Laboratoriji za instrumentalnu ana-
lizu Instituta za hemiju PMF, Laboratoriji za strukturnu analizu kristala Instituta za
liziku PMF i Klinickoy laboratoriji Instituta za zdravstvenu zastitu dece i omladine
Medicinskog fakultcta u Novom Sadu.

Obzirom da sam imao tu srecu da mi u toku njcgove izrade pomaze vise lica,
koristim ovu priliku da im sc na tome zahvalim.

Tzuzetnu zahvalnost dugujem prof. dr Fercencu Gadl-u, koji je rukovodio
ovim radomn, za pruZenu podisku svojim broynim i korisnim sugestijama, kako u iz-
vodenju cksperimenala tako i pisanju diplomskog rada.

Prof. dr Biljani Abramovi¢ se najiskrenije zahvaljujem na dragocenim sa-
velima iz oblasti mikrohemijske analize.

Prol. dr Slobodanki Stankovic sc najtoplije zahvaljujem na pomodi, brojnim i
dragocenim sugestijama u toku cksperimetalnog dela, posebno iz oblasti difrakcije
X-zracenja.

Poscbnu zahvalnost dugujem mojim kolegama i osoblju Klinicke laborato-
rje Instituta za zdravstvenu zastitu dece { omladine Novi Sad, koji su svako na svoy
nacin pomogli u (oku rada i tokom studiranja.

Zahvalanost dugujem asistentu-pripravniku na predmetu Instrumentalna
analiza dipl. ing. Sanji Tcpaveevic na poZrivovanom radu i tehnickoj pomod.

Takode bih se zahvalio mr sc. med. dr Jasmini Katanié, mr sc. med. dr Nadi
Konstantinidis, mr sc. med. dr Pordu Macvaninu, mr ph. Bojani Mutavdzijev, dr sc.
med. Milesi Papic;, mr ph. Jasni Radisic-Bosi¢, dr sc. med. Slobodanu Jovanovicu i
mr sc.med. Jovanki Kolarovic,

Zahvaljujem sc i dr Nebojst Dejanovicu 1 drugom osoblju Klinike za urolo-
giju Mcdicinskog lakultcta u Novomn Sadu, kao i Odeljenju za hematologiju i onko-
logiju Instituta za zdravstvenu zastitu dece 1 omladine.

U ovom radu je koriscena litcratura iz baze podataka MEDLINE i POP-
LINE zahvaljujuci mojim kolcgama iz Odeljenja socijalne pedijatrie Instituta za
majku i dete u Novom Ieogradu i ovom prilikom im se posebno zahvaljujem.

Mojoy sestri Marini Petkovic takode dugujem zahvalnost na studioznom dita-
nju i lektorskim ispravkama mog diplomskog rada.

Zahvaljujem sc prijatelyima 1 svima drugima koji su na bilo koji nacin dopri-
neli da ovay rad izgleda ovakav kakav jesle.
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1.UVOD

Supstance ¢vrstog agregatnog stanja su vekovima budile radoznalost nauke 1 Cove-
Canstva uopste. Neki su im pridavali boZanska svojstva, naucnici su teZili da upoznaju
njihov sastav, a nesrecnim ljudima su zadavale jak bol.

Cvrsta supstanca, kamen ili kamenac moZe nastati u prirodi, ali i u Zivom organi-
zmu. Ovaj rad prikazuje primer kamena nastalog u mokracnom sistemu Coveka, posebno
onog nastalog u bubregu i u Zucnoj kesi.

Problem nastanka kamena u organizmu Coveka je u medicini poznat pod imenom li-
tijaza (Lithiasis). Pojava kamena u mokraénom sistemu naziva se urolitijaza (Urolithiasis).
Tacnom lokalizacijom kamena npr. u bubregu izvodi se naziv nefrolitijaza ( Nephroli-
thiasis ). Isto tako se Cesto kamen moZe sresti i u Zuénoj kesi - holelitijaza (Cholelithiasis).

Problem ispitivanja kamena mokraénog sistema dugo vremena je bio rezervisan
samo za lekare u medicinskim istraZivanjima, ali napretkom nauke, posebno eksperimen-
talnog dela prirodnih nauka, multidisciplinarnost ovog istraZivanja predstavlja neminov-
nost. Naime, samo kompleksnim i studioznim ukljuivanjem struCnjaka viSe nauCnih
disciplina moguce je dobiti korisne i detaljne informacije o kamenu u organizmu Coveka.

U svetu se ispitivanja i proucavanja kamena stvorenog u organizmu Coveka rade po
programima, koji prema svojoj koncepciji mogu biti: centralizovani ili multicentricni.

Tako npr. sedamdesetih godina u bivioj DDR je nastala grupa pod nazivom Uro-
losko drustvo, u okviru koga su stvorili program za istraZivanje kamena, a sve u cilju $to
jednostavnijeg leCenja bolesnika." Centar u Jeni, pri Urologkoj univerzitetskoj klinici,
poseduje banku podataka (uzoraka), Ciji se parametri svake godine sa razlicitih aspekata
vrednuju. Ovakav nacin ispitivanja dao je taCnu sliku o uCestalosti bolesti, incidenciji
pojedinih vrsta kamenja, kao 1 o dejstvu terapije, §to je primer jednog dobrog centrali-

zovanog istraZivanja.



U naSoj sredini postoji multicentrini sistem istraZivanja mokracnog kamena. Istra-
Zivacki centri se uglavnom nalaze pri univerzitetima. Tako su obimna istraZivanja vr§ena iz
ove oblasti’” u saradnji Klinike za urologiju Medicinskog fakulteta i Instituta za fiziku Pri-
rodno-matematickog fakulteta u Novom Sadu.

Cilj ovog rada je komparativno ispitivanje bubreznih i Zu¢nih kamena razlicitim
fiziCko-hemijskim metodama, s posebnim naglaskom na osvajanje i uhodavanje mikrohe-
mijskih postupaka analize.

Rad se sastoji iz dva dela: Teorijskog 1 Eksperimentalnog.

U Teorijskom delu rada prikazani su najvazniji detalji o nastanku kamena 1 prob-
lemima vezanim za bolest stvaranja kamena. Dat je kratak pregled fiziCkih i hemijskih me-
toda za odredivanje sadrZaja nastalog kamena. Na kraju teorijskog dela prikazana su
iskustva stranih istrazivaca ove bolesti. Poglavlje je ilustrovano fotografijama odabranih,
karakteristi¢nih i u ovom radu analiziranih bubrezZnih i Zu¢nih uzoraka kamenja.

U Eksperimentalnom delu rada opisani su analizirani uzorci kamena iz mokracnog
sistema i Zu¢i, hemikalije i rastvori, kori§¢ena oprema i pribor. U posebnom poglavlju su
prikazani uporedni rezultati. U prilozima su dati snimci infracrvene spektrometrije i

difrakcije X-zraCenja, kako bi mogli posluZiti za naredna istraZivanja iz ove oblasti.



2. TEORIISKI DEO

2.1. Istorijat bolesti stvaranja kamena

Bolest stvaranja kamena u bubregu poznata je od davnina. Vekovima su lekari sta-
rih naroda traZili uzroke nastanka i nacin leenja kako bi se sprecilo javljanje ove bolesti.

Stari Grci su dobro poznavali ovu bolest. Hipokrat (460-370. godine p.n.e.) je prvi
precizno opisao bolest, njene simptome i dao predlog leCenja. Rimski lekari Celzus i Galen
su u svojim studijama iz medicine opSirno pisali o litijazi i ¢ak pravili razliku izmedu liti-
jaze bubrega i mokracne beSike. Galen je medu prvima pokuSao da objasni nastanak bole-
sti. Pretpostavio je da bolest nastaje usled poremecaja u metabolizmu, ali nije znao kog. 6.7

' U IX veku arapski lekari Serapion i Avicena spominju mogucénost operativnog leCe-
nja litijaze. Avicena je prvi predloZio leCenje litijaze sredstvima za rastvaranje (perSun, ku-
kuruzna svila), a sam u njih nije verovao. Prvu klasifikaciju bubreZnog kamenja uradio je
Paracelzus u XVI veku, covek koji se dugo bavio etiologijom ove bolesti.

Dugi niz godina istraZivaci su tragali za uzrokom nastanka kamena. Razvojem
hemije i otkricem organskih supstanci otvoren je nov put u istraZivanju litijaze. U XVII
veku Hajd (A.Heyde) je ispitivao jezgro kamena sastavljeno od koloidne strukture i protei-
na, koji se nisu rastvarali u blagim kiselinama.’

Na kraju XVIII veka lekari su primenjivali znanja iz hemije za reSavanje medicin-
skih problema kao §to je litijaza.® Prvi korak je ucinio Sele (Scheele) u Svedskoj kada je,
ispitujuci kamen mokracnog sistema, otkrio mokraénu kiselinu. U narednih trideset godina
Furkro (Fourcroy) i Voklen (Vauquelin) u Parizu, Vulesten (Wollaston), Pirson (Pearson),
Marset (Marcet) 1 Praut (Prout) u Londonu identifikovali su razne vrste soli, koje ulaze u
sastav kamena. Ova grupa istraZivaca opisala je i uslove pod kojima ove soli kristaliSu in
vitro. Cak se spominju i retke komponente kamenja kao §to su cistin i ksantin. Ovaj period
se smatra za pocCetak nove discipline u hemiji - klinicka hemija.

Kada su pocCetkom XX veka (1901. godine) pocela istraZivanja grobnica, u Dolini
Kraljeva, arheolog Eliot Smit (E. Smith) pronaSao je mumiju mladog muskarca u kojoj je
nakon ispitivanja pronaden kamen u mokracnoj besici. Analizom ovog kamena utvrdeno je
da se sastoji iz kalcijum-oksalata i struvita, dok je nukleus izgraden od mokracne kiseline.'

3
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Ova vrsta kamena i danas se veoma Cesto srece.” Detaljnim ispitivanjem oko 9000 mumija
nadena su jos Cetiri sluCaja litijaze i to dva u bubregu 1 dva u mokracnoj besici."”
Na osnovu iznetih podataka moZe se zakljuciti da je urolitijaza bolest koja prati Co-

vecanstvo od njegovog postanka.

2.2. Fiziologija bubrega i Zuci

Sredina kao §to je organizam strogo je kontrolisana u smislu temperature, pH vre-
dnosti i koncentracije materija rastvorenih u te¢nostima. Organizam se za odrZavanje unut-
ra§nje ravnoteZe sluZi organima za izluCivanje. Sve materije i produkti metabolizma se
uglavnom izbacuju putem bubrega, osim CO, .Urotrakt ili sistem mokracnih kanala pred-
stavlja sistem najvaznijih organa za izlucivanje koga saCinjavaju: bubrezi, bubreZna karli-
ca, ureteri, besika i uretra. Glavna uloga u funkciji izlu€ivanja pripada bubrezima. Bubreg
je organ smeiten u zadnjem delu trbusne duplje u visini dvanaestog rebra i to tako da je
desni nesto nizi od levog. To je parni organ i ima sekretornu i ekskretornu ulogu u organiz-
mu. Oblik bubrega podseca na zrno pasulja. Mikroskopski gledano razlikuje se: spoljasnji
luk koji je konveksan i unutranji luk koji je konkavan. Kod odraslog Coveka teZina bubre-
ga iznosi 100 - 200 g, duZina 11 cm, $irina oko 5 cm, a debljina 3 cm. PovrSina je glatka i
crveno plavkaste boje. Na mikroskopskom pregledu uoCavaju se dva dela spoljasni ili
. ovojnica (cortex) i unutra$nji (medula). Medularnu supstanciju izgraduju piramide, kojima
je baza okrenuta ka spoljadnosti, a vrhovi ka unutranjosti bubrega. U pogledu grade i u
funkcije bubrega osnovna jedinica je nefron."

Osnovna funkcija nefrona je da “Cisti” krvnu plazmu od nepoZeljnih i toksi¢nih ma-
terija. Produkti metabolizma kao §to su karbamid (urea), kreatinin, mokracna kiselina (ura-
ti), mogu izazvati poremecaje u organizmu, ako se njihova koncentracija poveca. Oba bub-
rega zajedno sadrZe oko 2,4 * 10° nefrona, a svaki sam za sebe moZe stvarati osnovni pro-
dukt funkcije bubrega - urin ili mokracu."”

Nefron se sastoji iz dva dela Malpigijevog telaca i bubreZne cevi. Funkcija nefrona
je u direktnoj vezi sa njegovom gradom i u mnogome podseca na Bihnerov levak u hemiji.

Tacan mehanizam nastanka mokrace jo$ uvek delimi¢no predstavlja zagonetku.



Smatra se da proces stvaranja mokrade pocinje filtracijom plazme u delovima nefrona
(glomeruli), pri Cemu nastaje glomerularni filtrat ili primarna mokraca. Protok krvi kroz
oba bubrega muskarca, koji je tezak 70 kg iznosi oko 1200 ¢m’/min. Svakodnevno se filt-
rira oko 200 dm’ plazme, a kao krajnji produkt mokraca se izlu¢uje u koli¢ini od 0,5 do 2
dm’ u zavisnosti od godiSnjeg doba i sredine u kojoj se organizam nalazi.''

Ovakvo variranje u kolicini filtrirano - izluCeno posledica je regulatorne uloge bub-
rega. Velike koliCine tecnosti (voda) i mineralnih materija (Na, K, Cl, Ca, Mg,...) ponovo
se apsorbuju u proksimalnim tubulima nefrona i pri tom se podeSava koncentracija rastvo-
renih materija. Doterivanje sastava primarne mokrace vrsi se u distalnim tubulima pod dej-
stvom hormona."”

Mokraca predstavlja presicen rastvor materija koje su filtracijom presle iz plazme.
Prema hemijskoj definiciji o proizvodu rastvorljivosti oCekivala bi se pojava kristalizacije
materija u mokraci. To se u zdravih osoba ne deSava. Kako mokraca predstavlja proizvod
bubrezne filtracije svako odstupanje od normalnog sastava moze da pokaZe pojavu poreme-
caja ili bolesti.

U metabolizmu hranljivih materija posebno mesto zauzima promet masti zbog veli-
ke energije koja se oslobada u toku hemijskih promena. Jetra kao centralni organ moZe se
nazvati laboratorijom organizma. Funkcija jetre je slicna funkciji bubrega tj. ima regulato-
rnu 1 metabolicku ulogu. Najvaznija funkcija je odrZanje koncentracije glukoze u krvi.
Kada ta koncentacija naglo poraste, jetra vrsi konverziju ugljenih hidrata u oblik, koji se
- moze skladistiti (masne kiseline).

Sintetska uloga se posmatra na nivou hepatocita, celija koje izgraduju tkivo jetre,
gde se sintetizuju proteini plazme, faktori koagulacije, lipoproteini i primarne ZucCne
kiseline.'? Znacajna uloga jetre je i detoksikacija odnosno konvertovanje produkata meta-
bolizma i unetih materija (lekovi, toksini) u neSkodljive za organizam.

Hepatociti imaju i sekretornu ulogu. Svakodnevno se stvara Zucni sekret koji ima
vaznu ulogu u metabolizmu masti. Zu¢ni sekret se putem sistema kanalica skuplja u cent-

ralnu kesicu odakle se izbacuje u digestivni sistem, gde pokazuje svoju pravu funkciju.



2.2.1. Sastav 1 osobine mokrade

Mokraca je ekskret, proizvod luCenja bubrega, kojim organizam eliminiSe visak vo-
de, mineralnih soli i niz krajnjih proizvoda metabolizma, a naro¢ito metabolizma azotnih
materija zbog Cega ima vecu gustinu od vode. Normalna mokraca je bistra, boje bledo do
zatvoreno Zute i ima specifi¢an miris. Njena koli¢ina je dosta promenljiva ( 0,5 - 2 dm’
dnevno), a zavisi od vrste hrane, koliCine unete teCnosti, fizickih napora, temperature i dr.
Sastav mokrace je vrlo promenljiv zavisno od koliine soli i drugih jedinjenja i vode. pH
vrednost mokrace krece se u granicama 5,5 - 8,2 , kao posledica regulacije acido-baznog

. . 1
stanja u organizmu.

Normalni sastojci mokrace su: voda i rastvorene materije neorganskog ili organ-
skog porekla. Normalno se u mokraci nalaze soli alkalnih i zemnoalkalnih metala sledecih
kiselina: mokracne, oksalne, fosforne i karbonatne (ugljene) kiseline. Raspodela sastava
mokrace je sledeca: 95-97% vode i 3-5% rastvorenih sastojaka. Od znacaja je spomenuti da
alkalni 1 zemnoalkalni metali predstavljaju najveci deo katjona. U najvecoj koli¢ini od svih
katjona nalazi se natrijum u obliku natrijum-hlorida zatim kalijum, kalcijum, magnezijum i
amonijum-jon. Ostali katjoni se nalaze u tragovima. Od anjona najzastupljeniji su hlorid,
fosfat, hidrogenkarbonat i sulfat. Organski sastojci mokrace se mogu podeliti u azotna i
bezazotna jedinjenja. Od azotnih jedinjenja vazno je spomenuti ureu i mokrac¢nu kiselinu,
~ kao krajnji proizvod metabolizma purinskih baza, a od bezazotnih jedinjenja najceSce se
nalaze oksalati i ketonska tela. U patoloskim stanjima tj. kod bolesnih osoba pored ovih sa-
stojaka moZe se naci povecana koliCina proteina, ugljenih hidrata, Zu¢nih boja, enzima, za-
tim Celije tkiva (eritrociti, leukociti, celije ploCastog i okruglog epitela).m Odredivanjem
ovih sastojaka u mokraci, dobija se tacna slika o stanju urotrakta Coveka. Skup nalaza koji
se dobija analizom mokracde, a odstupaju od normalnih fizioloskih vrednosti naziva se
mokracni sindrom. Mnoge bolesti imaju karakteristiCan mokracni sindrom, koji se utvrduje

metodama fizickog, hemijskog i mikroskopskog pregleda.|3

Ved u normalnoj mokraci koncentracije nekih soli su vece od onih u zasiCenom
rastvoru tih soli. Nacin na koji se oni zadrZavaju u stanju hiperrastvorljivosti jo§ uvek je
tajna. Postoji veliki broj teorija i pretpostavki, koje pokuSavaju da objasne ovaj fenomen.
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Pretpostavlja se da mukoproteini tipa Tamm-Horsfall, nefrokalcin, uropontin i bubrezni li-
tostatin imaju ovu zastitnu ulogu tj. funkciju odrZavanja rastvorljivosti soli.'*'* U posled-
njih 30 godina istraZivanja su pokazala gvu sloZenost ovog problema, tako da ukljucivanje

lica raznih profesija moZe dovesti do razjaSnjenja ove pojave.

2.2.2. Sastav i osobine Zuci

Zué je sloZen rastvor sastavljen iz vode i u njoj rastvorenih neorganskih i organskih
materija. Neorganski sastojci su uglavnom elektroliti (Na*,K*,CI' ' HCO;") u koncentraciji
sli¢noj kao u plazmi. Od organskih jedinjenja najCe$ce se mogu naci bilirubin, Zucne soli,
fosfolipidi i holesterol. Kako je holesterol nerastvorljiv u vodi, njegovo odrZavanje u rast-
voru je postignuto prisustvom Zucnih kiselina, koje imaju ulogu smanjenja poviSinskog
napona.m

Holna i henodezoksi-holna kiselina su primarne Zu¢ne kiseline koje se nalaze u Zug-
noj kesi. Njihove soli se konjuguju sa aminokiselinama glicinom i taurinom i tako izlucuju
u digestivni trakt. Pod dejstvom crevne flore i enzima, primarne Zucne kiseline prelaze u
tzv. sekundarne Zucne kiseline: dezoksiholnu i litoholnu kiselinu. Sekundarne Zucne kiseli-
ne su aktivni oblik, koji ima vaznu ulogu u biohemiji varenja i prometa masti.'” Zucne
kiseline imaju ulogu deterdZenta, tako da sa mastima formiraju micele i na taj naCin ih odr-
Zavaju u rastvorenom stanju u vodi."”

Zucne kiseline se u vecoj meri apsorbuju u nekim delovima digestivnog trakta i
krvotokom ponovo dospevaju u jetru. Radi se o tzv. enterohepatickom kruZenju ZuCnih ki-
selina, odnosno njihovih soli. Smatra se da se dnevno celokupna koliCina Zuci iz ZuCne ke-
se 6-10 puta izlui i resorbuje u organizmu. Ukupna koli¢ina Zuci iznosi 800-1000 cm’,
medutim maksimalna zapremina ZucCne kese je 40-70 cm’. Jetra je prilagodena da vrSi re-
apso-rpciju vode i elektrolita iz ZuCnog sekreta pri Cemu se dobija deset puta koncen-
trovanija Zu¢. Poznat je podatak da je koncentracija Zucnih kiselina u ZuCnoj kesi Sest puta
veca u odnosu na jetrenu 7uc.'" U ovakvom koncentrovanom rastvoru svaki poremecaj u

funkciji moZe dovesti do kristalizacije tj. litijaze.



2.3. Bolest stvaranja kamena

Ova bolest moZe nastati u organima gde dolazi do zadrZavavanja teCnosti u organiz-
... cprw o 1,18.19 . . R o v
mu 1 nije samo specifiCna za Coveka. Lokalizacija kamena moZe biti razlicita: duz mo-

kracnog sistema, u genitalnim organima, zglobovima, Zu¢noj kesi i pljuvacnim Zlezdama.

2.3.1. Kamen mokrac¢nih puteva

Najcesce se kamen nalazi upravo u mokra¢nom sistemu, te se u tom slucaju govori
o urolitijazi (Urolithiasis). U mokra¢nom sistemu incidencija je najveca u bubregu, taCnije
u bubreZnoj Casici - nefrolitijaza (Nephrolithiasis). U vecini sluCajeva litijaza mokracnog
sistema se moZe podeliti na mikrourolitijazu i na pravu urolitijazu. Mikrourolitijaza podra-
zumeva prisustvo mikrokristala u urinarnom traktu, a prema kvantitativnoj meri moZe biti
masivna i nemasivna.*"?

Etiologija ili nastanak bolesti je jo§ uvek nerazja§njen. Urolitijaza je bolest prouzro-
kovana prisustvom i stvaranjem konkremenata u bubreZnim karlicama, CaSicama i paren-
himu bubrega. Ovi konkrementi se nazivaju kamen, kamenac ili pesak.

Urolitijaza nije izolovana bolest bubrega, ve¢ se moZe javiti u svim delovima mok-

~ racnog sistema kako unilateralno tako i bilateralno."’ Faktori koji utiCu na stvaranje kame-
na su sloZeni, mnogobrojni, a neki i nedovoljno razjasnjeni. Mogu se posmatrati u zavisno-
sti od pola, starosti bolesnika, klime, rasne pripadnosti, profesije, ishrane itd.

Uraden je veliki broj studija, ali nijedna sa velikom precizno§cu nije mogla da obja-
sni uticaj ovih faktora. Tako bi bilo za oCekivati da Jjudi koji Zive u tropskim krajevima,
gde je zbog klimatskih uslova povecan gubitak vode iz organizma, CeSce oboljevaju od ove
bolesti. Ova tvrdnja se pokazala netaCnom. Iz literature se navodi primer da crni Covek izu-
zetno retko oboljeva od ove bolesti.” Statistikom na razlicitim mestima u svetu, utvdeno je
da muskarci oboljevaju CeSce od zena.”*

Znalaj ove bolesti danas je vedi? nego ranije jer se zna da od ove bolesti oboljeva
3% radno sposobnog stanovniStva, a u pbslednje vreme sve je viSe referata o litijazi u dece
razliitog uzrasta. Da bolest nije strogo povezana sa starosti bolesnika govori 1 primer
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pojave kamena u vrlo male dece. Isto tako je zapaZeno da u nekim krajevima sveta
preovladuju samo odredene vrste litijaze. Tako je u Aziji najCe$¢i kamen sastavljen od kal-

29,30 . . . 30 . e
a na Bliskom istoku uratni kamen.™ Ako se posmatra zavisnost litijaze

cijum-oksalata,
1 profesije, tada podaci govore da je uCestalost veca u osoba koje se bave zanimanjima ve-
zanim za zatvoren prostor, ogranicenost ventilacije i vlaZnosti. U slu¢aju dvanaest kosmo-
nauta, koji su boravili na ruskoj orbitalnoj stanici Mir, prikazano je da su u toku boravka
imali pojavu peska (mikrolitijaza), koji se uglavnom sastojao iz kalcijum-oksalata, mokrac-
ne kiseline i brugita.’'

U jzuCavanju ove bolesti treba razlikovati dve faze: stvaranje kamena (I faza) i
stvoren kamen (II faza). Prva faza je jo§ uvek nedovoljno poznata iako postoji vise teorija o
nastanku kamena. Druga faza ili stvoren kamen manifestuje se svim znacima bolesti i rela-
tivno je dobro izucena. Detalji o ovoj bolesti mogu biti objasnjeni samo ako se dobro pro-
uCi prva faza ove bolesti. Najinteresantnija i za sada najprihvatljivija je teorija zastitnih ko-
loida, mada i druge teorije uspe$no tumace pojedine segmente ove bolesti.**

Teorija zaStitnih koloida datira iz 1861. godine kada je Graham (T. Graham) prvi
uocio razliku izmedu koloida i kristaloida. Krajem proglog veka Lihtvic (Lichtwitz) i Sade
(Shade) dali su objaSnjenje da kamen u bubregu nastaje poremecajem kristaloidno - kolo-
idne ravnoteZe. U normalnim uslovima ne dolazi do kristalizacije organskih i neorganskih
soli rastvorenih u mokraci. Soli se nalaze rastvorene samo zahvaljujuci ovim koloidima i
pogodnoj pH vrednosti mokrace. Zastitni koloidi spadaju u grupu proteinskih jedinjenja i

oni su u manjoj ili vecoj koliCini rastvoreni u mokraci. Literatura navodi da pripadnici crne

: .10 o . : ..
~rase 1 trudnice ~ veoma retko oboljevaju od ove bolesti. Razlog za takvo stanje upravo lezZi

u koncentraciji zasStitnih koloida u mokraci ovih osoba. Predpostavlja se da je funkcija ovih
zaStitnih koloida u tome da oni okruZuju kristale i ne dozvoljavaju im da se spoje.

Rendal (Rendall) je izuCavajuci ovu bolest u periodu 1937.-1940. godine, dao teo-
riju po kojoj kamenje nastaje posle povreda unutra$njeg dela bubrega. Na tim mestima nas-
taju kre¢ne mrlje, koje docnije postaju kristalizaciona zrna za kamen.® Ostali autori, Koh
(Koch, 1953.), BoSamer (Boshamer, 1951.) i Kar (Caar, 1956.) su samo delimiCno uspeli
da objasne pojedine vrste nefrolitijaze.

Na osnovu rezultata dosadasnjeg izuCavanja kamenja moguca je njihova klasifika-
cija na organske i neorganske. Kamenje organskog porekla sa najvecom incidencijom iz-
graden je od urata, dok je kamenje od cistina, ksantina i sulfonamida izuzetno retko.”? Uge-
stalije je kamenje neorganskog porekla i to od kalcijum-oksalata, kalcijum-fosfata 1 smeSa

’ 9



ovih dvaju oblika (klacijum-oksalat-fosfatni). Prema videgodi§njem iskustvu,” urolitijaza i
mikrourolitijaza se na osnovu sastava kamena mogu podeliti na sledece vrste:

kalcijum - oksalatna (Cista),

kalcijum - oksalat - fosfatna (meSovita),

kalcijum - oksalat - uratna (meSovita),

uratna,

fosfatna,

cistinska i

ksantinska.

Faktori rizika™ u fazi stvaranja kamena mogu se podeliti na: epidemioloske, uri-
narne, kombinovane i fizicko-hemijske. Stvaranju kamena pogoduju hiperkalcijemija, al-
kalna reakcija mokrace, oligurija, prisustvo jezgra kristalizacije od soli ili proteinskog ili
polisaharidnog jedinjenja nazvanog uromukoid. Najveci znacaj imaju zastoj mokrade i in-

P s 10
fekcija mokracnih puteva.

2.3.1.1. Sastav kamena
Kamen se moZe sastojati od materija, koje se normalno ne nalaze u mokradi, ali

usled poremecaja metabolizma, ostecenja funkcije glomerularne filtracije ili unoenjem tih

materija bilo oralno ili paranteralno u organizam mogu postati litogene meterije koje formi-

: 33
-raju kamen.

Kod odredenih patoloSkih stanja, kao sekundarna bolest, javlja se kamen mokrac-
nog sistema. Pojava litijaze bubrega kao sekundarne bolesti, moZe nastati kao posledica
primene terapije u leCenju nekog primarnog oboljenja. Najce§ce se kamen javlja u toku le-
Cenja malignih oboljenja krvi (razne vrste leukemija), gde se primenjuju lekovi iz grupe
citostatika. Dejstvo citostatika se zasniva na uniStenju malignih celija, pri Cemu se oslo-
bada velika koli¢ina purinskih jedinjenja, koja u svom metabolizmu trpe promene do mok-
racne kiseline, a kona¢na eliminacija iz organizma se vrsi preko bubrega. U sadejstvu sa
drugim litogenim faktorima u ovim sluCajevima postoji velika mogucnost stvaranja kame-

: . 34
na mokraénog sistema.
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Usled duge imobilizacije, nakon teskih povreda koitanog tkiva, u mokradi postoji
povecano izlucivanje kalcijuma i fosfata. Kod ovog stanja pacijenata moguce je oCekivati
: = . -
pojavu kamena ovih litogenih materija.
Takode se moZe ocekivati nastanak urolitijaze, usled prekomernog uzimanja vita-
mina D, koji u fizioloskim uslovima povecava izlu¢ivanje kalcijuma iz organizma. Ako se
na ovo doda nepravilna ishrana, tada je velika verovatnoca stvaranja kamena u Cijem sasta-

ek : 35
vu kalcijum ima glavnu litogenu ulogu.

Ukoliko se ispituje uzorak kamena vecih dimenzija, na njegovom popreénom prese-
ku se moZe uociti raspored litogenih materija. Na svakom preseku se uocava jezgro i kon-

centricni slojevi nataloZenih materija (slika 1.).

Slika 1. Poprecni presek kamena na kome se jasno vide koncentric¢ni slojevi
nataloZenih materija. Uzorak BIF 2 dobijen operativno.

Jo§ od 1928. godine Lihtvic je u svojoj studiji opisao jezgro kamena kao inicijalni
deo oko kojeg se naknadno taloZe kristalne materije. Dokazano je da nakon rastvaranja
oksalatnog i fosfatnog kamena u HCI i HNO; ostaje nerastvorni deo, koji predstavlja jezgro
kamena. Kamen od kalcijum-oksalata moze imati malo jezgro od cistina ili mokracéne kise-

line. Magnezijum-amonijum-fosfati mogu se slagati u slojevima oko jezgra od kalcijum-
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oksalata. Kod nekih vrsta kamenja sastav jezgra je jo$ uvek nepoznat, ali u vecini istraZi-
vanja se pokazalo da je to materija organskog porekla.'()’36 '

Prema hemijskom sastavu, kamenje mokracnog sistema moZe se podeliti na neor-
gansko i organsko. Kamenje se moZe razlikovati i po svojoj kristalnoj strukturi, tako da se
jednostavim postupkom moZe pronaci analogija sa mineralima koji se normalno nalaze u

prirodi. Tablica 1. prikazuje mokra¢no kamenje koje se javlja u organizmu Coveka.

) e .. 32
Tablica 1. Sastav razli¢itih vrsta mokracnih kamena

B Hemijski  naziv Formula Porcklo Prirodni
* mineral

Mokraéna kiselina C;HN,0, 0]
Mokracna kiselina dihidrat CsH,N,O; x 2H,0 0
Amonijumhidrogen-urat CsH;NO4 O
Kalcijum-urat Ca(CsH4N,03), O
Cistin CeH2N,O,S, 0]
Ksantin CeHyN,O, 0

- Kalcijum-oksalat-monohidrat CaC,0, x H,0O N/O | Vevelit
Kalcijum-oksalat-dihidrat CaC,0, x2 H,0 N/O | Vedelit
Kalcijum-karbonat CaCO;, N Kalcit
Trikalcijum-fosfat Ca;(POy), N Vitlokit
Pentakalcijum-hidroksi -fosfat Cas(PO,);0H N Hidoksiapatit

- Kalcijum-fosfat bazni Ca,y(POL)5x(CO4) 41y (OH),y N Dalit
Kalcijum-hidrogen-fosfat-dihidrat CaHPO, x 2H,0 N Brusit

- - Magnczijum-hidrogen-fosfat-trihidrat MgHPO, x 3H,0 N Njuberit
Magnezijum-amonijum-fosfat-hcksahidrat MgNH,PO, x 6H,0 N Struvit

B Magnezijum-amonijum-fosfat-monohidrat MgNH/PO, x H,0 N

* N= neorgansko poreklo , O= organsko poreklo

2.3.1.2. Vrste kamenja

Prilikom dijagnostikovanja urolitijaze u medicini se obi¢no daje prednost glavnoj
komponenti kamena izostavljajuci potpuni sastav i osobine. Poznavajuci detaljni sastav ka-
mena moguce je naciniti podelu na vrste u zavisnosti od komponente Ciji je sadrZaj najveci

u uzorku.
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Tako se u oksalatnom kamenju javlja kalcijum-oksalat, koji je produkt metaboliz-
ma ugljenih hidrata. Ova vrsta kamenja se najcesée javlja u kisclim i sterilnim urinima.
NajceSce su tvrdi i porozni, a povrSina je glatka i staklastog izgleda. Boja varira u Sirokom
spektru od svetlo Zute do tamno braon. Ovako velika variranja u boji mogu se objasniti ti-
me da se boje krvnim pigmentom. Oksalatno kamenje je cesto nepravilnog oblika i ako
dode do dislokacije duz mokracnog sistema izazivaju krvavljenja, pri cemu stalno bivaju
obliveni krvlju, tako da primaju krvni pigment (hemoglobin).35 Jedan takav uzorak je

prikazan na slici 2.

Slika 2. Uzorak oksalatnog kamenja; uzorak SZDD4 dobijen nakon
terapije udarnim talasima.

Na osnovu kristalografskih ispitivanja nadeno je da kalcijum-oksalat moZe postojati
kao monohidrat (Vevelit) i kao dihidrat (Vedelit). Monohidratna forma oksalatnog kame-
na je ¢esca nego dihidratna. SRS

Monohidratna forma kalcijum-oksalata (CaC,04 x H,0) javlja se u tri tipa. Najjed-
nostavniji je tipa hempseed,* koji ima glatku povriinu i ovalan oblik, tako da podseca na

semenku konoplje. Drugi tip moZe biti razlicite veli¢ine i oblika. Na povrsini se uocavaju
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1zrasline (mamile), tako da podsecaju na plod duda-mulberry * tip. Treci tip monohidratne
forme je poznat pod imenom “jack stone” i njegova pojava je najcesca u mokracnoj besici.
Ovaj tip se sastoji od guste centralne mase sa zrakastim izraslinama - spikulama, kao §to je

prikazano na slici 3. Kamenje ovog tipa je najce§ce porozno, sa dubokim pukotinama.?

Slika 3. Uzorak oksalatnog kamena koji ima nepravilni izgled;
uzorak MSD 6 je spontano izmokren.

Dihidratni oblik oksalatnog kamena (CaC,0, x 2H,0) je razli¢itog izgleda, najces-
¢e u vidu buzdovana ili jeZa, sa izraZenim bo¢nim kristalima, sa grubom kristalnom povrsi-
nom, boje su bledo Zute do boje meda.” Kristalna forma se dosta razlikuje od monohid-
ratne (monokliniCni), dok dihidrat kristaliSe tetragonalno i nema pukotina. U sedimentu
mokrace javlja se u oktaedarskoj kristalnoj formi .

Ipak u praksi se najcesce srece meSoviti tip oksalatnog kamenja, bilo kao homogene
smeSe monohidratne i dihidratne forme ili heterogene smese oksalata sa fosfatom i to naj-
CeSce apatitom (slika 4). Ucestalost ove poslednje je veca u odnosu na Cistu oksalatnu liti-
jazu.37 Ovaj tip smeSe je porozan i granulisan. Apatit se srece u pukotinama oksalatnog ka-

20
mena.
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Slika 4. Uzorak mokracnog kamena meSovitog sastava; slika
prikazuje deo uzorka BBM 7 dobijenog terapijom udarnim talasima

Uratno kamenje se sastoji od mokracne kiseline i njenih soli. Mokraéna kiselina je
krajnji proizvod metabolizma purinskih baza. Iz organizma se dnevno izlu¢i oko 0,5-1g
mokracne Kiseline. U nekim stanjima kao §to je fizi¢ki napor, poviSena temperatura, nepra-

~vilna ishrana, moguce je i udvostrucavanje koli¢ina u mokraci. NajCe3ca pojava kamena
sastavljenog od mokracne kiseline je upravo u decijem uzrastu. Takode je vazno napo-
menuti da u toku lecenja akutne leukemije u dece, dolazi do metabolickih poremecaja u
metabolizmu purinskih baza, pa je moguce naci povecanu koncentraciju mokracne kiseline
u mokraci, a u nekim slu€ajevima i pojavu kamena.** Uratno kamenje je takode i geograf-

. . o SN T T e N, e s s 29,373
ski zavisno tj. uocen je i uticaj klimatskih faktora na nastajanje ove vrste litijaze. ok

Kamen od ¢iste mokracne kiseline ili kamen od soli iste kiseline javlja se u kiselim
urinima. Boje je zlatnoZute do tamno Zute, glatke povrSine, srednje Cvrstine, a oblika je ok-
ruglastog ili pljosnatog (slika 5). Na poprecnom preseku se vide koncentri¢ni slojevi od na-

taloZenog materijala i ne pokazuje kristalnu strukturu.



Slika 5. Uzorak mokracnog kamena KIM 5 ¢iji je sastav odreden kao
mokracna kiselina dihidrat

Fosfatno kamenje se javlja u alkalnoj mokraci. Ova vrsta kamenja je bele do svetlo

Zute boje, vrlo su krti i lako lomljivi (slika 6). Oblik fosfatnog kamena moze da varira od
vrlo malog, pa sve do same veli¢ine bubrega. Takvo kamenje se naziva koraliformno i
poprima izgled unutraSnjeg dela bubrezne CaSice. NajCeSce sastav odgovara kalcijum-
- fosfatu. Ukoliko postoji infekcija mokracnog sistema, tada se stvara fosfatni kamen tipa
struvita ili amonijum-magnezijum-fosfat-heksahidrata (MgNH,PO, x 6H,0). Razlog za
nastajanje ovog tipa kamena su bakterije koje u toku svog Zivotnog ciklusa, enzimski
razlazu ureu (karbamid) na amonijak. U vodenoj sredini daje amonijum-jon i u alkalnoj

sredini se vezZe za ve¢ oformljen kamen fosfatnog tipa.
NajCesce se nalaze kombinacije ova dva tipa fosfatnih kamenja jer se infekcija

povremeno leci, a i pukotine na pojedinim mestima u kamenu pogoduju bakterijama da

preZzive udarne doze antibiotika unetih u organizam.
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Slika 6. Uzorak fosfatnog kamena; uzorak DED 3
dobijen posle terapije udarnim talasima.

Cistinski kamen, iako redak u nekim sredinama, pokazuje znacajnim u izuGavanju
litijaze. Ova vrsta kamena je najce3ce solitarna tj. ne stvara velike primerke. Boje je zlatno-
Zute, karakteristiCan je vostani sjaj i vrlo je tvrd. Cistinski kamen se javlja najéesce u kise-

\lim urinima, bez primesa drugih litogenih materija. Nastaje kao posledica pojacanog izluci-
vanja cistina putem mokrace. Aminokiselinu cistin je pronaSao Volesten 1810. godine, kao
Jedini sastojak bubreznog kamena. Proucavanjem ove vrste kamena do3lo se do podatka da
se najCe3ce javlja u jednoj porodici za koju je dokazano da boluju od cistinurije. Ispitiva-
njem 25 c¢lanova jedne porodice Endrjuz (C. Andrews) i Bruks (R. Brooks) su pronasli 7
sluCajeva cistinurije sa mogucnosti stvaranja kamena.’

Statistika ove vrste litijaze pokazuje da se ona najce$ce javlja u ostrvskim zemljama
(V. Britanija, Japan), $to se objasnjava slabom izmenom genetskog materijala. U proslosti
stanovniStvo ovih ostrva je slabo ili nikako genetski komuniciralo sa velikim kontinetima,
tako da su brakovi sklapani medu daljim rodacima, $to je naravno dovelo do pojave ove

1, 40
vrste genetske greske.
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Karbonatni kamen se sastoji iz soli karbonata. Ova vrsta kamena se vrlo retko javlja
kao Cista, kada se kamen pokazuje kao lako lomiv, ali Evst i bele boje. Znatno &eice se jav-
lja u meSavini sa fosfatima kao kompleks karbonat-apatita.

Ksantinsko kamenje nastaje veoma retko. Ksantin je jedan od produkata metaboliz-
ma purinskih baza, a javlja se usled nedostatka enzima ksantin-oksidaze, koji vrii konver-
ziju u mokracnu kiselinu. Kada se nade, tada se opisuje kao mrkosivi kamen glatke povrsi-
ne i vrlo Cesto odaje utisak tro§nog kamena. Ova vrsta kamena nije karakteristi¢na za uz-
rast, tako je u literaturi opisan slucaj novorodenceta sa ksantinskom litijazom bubrega.28

Ostale vrste kamenja kao §to su: indigokarminski, fibrinski, stafilokokni i kamenje
koje nastaje taloZenjem lekova usled prekomernog uzimanja, izuzetno se retko javljaju i

TR ot « 33
specificni su za pojedine, retke vrste bolesti.

2.3.2. Kamen u Zuci

Zu¢ u Zucnoj kesi predstavlja presicen rastvor Zucnih kiselina i holesterola u
pribliznom odnosu 10:1. Ovako veliki odnos je posledica odrZanja rastvorljivosti holeste-
rola. Kada se u jetri stvara vie holesterola ili se on manje konvertuje u druga jedinjenja
(ZuCne kiseline, hormone), tada je moguca kristalizacija unutar Zu¢ne kese. Kristalizaciji
pogoduje upalni proces i infekcije sredine, kao i promene u pH vrednosti. Zu¢ni kamen
moZe da izazove ozbiljne probleme, ako dode do zastoja ili neregulisanog isticanja Zuci u

digestivni trakt.

2.3.2.1. Sastav kamena

Kamen se uglavnom sastoji iz normalnih komponenata Zuci. Najcesce se srece ka-
menje izgradeno od holesterola, bilirubina u obliku kalcijumove soli, dok je kamenje sas-
tavljeno od kalcijum-fosfata ili karbonata, masti, gvozda i bakra veoma retko, tako da ima
samo teorijski znaCaj. Zu¢ni kamen se veoma te§ko moZe detektovati rendgenom, §to je
posledica niskog sadrzaja kalcijuma. Po tome se vecina kamenja iz Zu¢ne kese razlikuje od

kamenja iz mokracnog sistema.
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2.3.2.2. Vrste kamenja

Pigmentno kamenje je uglavnom sastavljeno iz bilirubina, Zu¢nih kiselina i primesa
kalcijuma. Ova vrsta kamenja javlja se uglavnom kod hemoliznih bolesti tj. gde postoji po-
vecana razgradnja Celija crvene krvne loze. Oni su mali, tvrdi, tamno-zeleni ili crni i obi¢no
se javlja nekoliko."?

Holesterolsko kamenje je znatno CeSce iz razloga vece koncentracije u Zuci. Holes-
terol se taloZi u Zu¢nom sekretu, koji je njime prezasicen, pri Cemi se javlja kristalno jez-
gro. Zapazeno ja da ovaj tip kamenja moze nastati i kod osoba ¢ija ZuC nije presicena hole-
sterolom, nego postoje izvesne promene u koncentraciji Zucnih kiselina. Kamen ima oblik
dudovog ploda, beli su ili blago Zuti, a na preseku se uocava kristalna struktura.'”

U praksi se najviSe srece kamenje meSovitog sastava. NajCeSce imaju jezgro od ho-
lesterola, a omotac od drugih sastojaka Zuci. Obicno se srece po nekoliko u Zuc¢noj kesi. Na
povrsini su tamno smedi sa blagim neravninama i oblika su jajeta (slika 7). Imaju tvrdu
koru 1 mekano jezgro (slika 8).

Zuc¢no kamenje moZe dugo postojati u Zucnoj kesi, a da ne izaziva tegobe kod

v 5 o . o [ e " - 10
bolesnika, te se ponekad sasvim slucajno otkriju tokom ispitivanja neke druge bolesti.

Slika 7. Spoljasnji izgled uzorka kamena iz Zuci.
Uzorak LC 1 dobijen operativno
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Slika 8. Poprecni presek Zu¢nog kamena LC 1. Jasno se
uoCavaju centar kristalizacije i slojevi nataloZenih materija

2.4. Dobijanje uzoraka i nativni pregled

Postojanje kamena u mokracnom sistemu najce3ce prolazi bez simptoma. Ukoliko
dode do pomeranja, a u tezim sluCajevima do zaCepljenja odvodnog sistema bubrega ili
mokracne beSike, tada se javljaju napadi bolova u epizodama, poznati kao bubrezne kolike.
Pri tome se sitni kamencCici i pesak spontano izbacuju, tako da potencijalni bolesnik - uroli-
ti¢ar nije ni svestan toguf”

Kamenje vecih dimenzija moZe da izazove teske smetnje u smislu otezavanja ili
potpunog prestanka oticanja mokrace iz bubrega. U cilju odstranjivanja kamena iz bubrega
nekada su se koristile operativne tehnike. Danas se veoma retko i u izuzetnim prilikama iz-
vode. Kako je urolitijaza bolest koja Cesto ima recidive, to se Cesta upotreba ovih invaziv-
nih tehnika izbegava.

Prvi, mada nepouzdani podaci o vadenju kamena iz bubrega potiCu iz 1474. godine.
Operacija je izvrSena po nalogu kralja Karla VIII na zatvoreniku osudenom na smirt.

T 2 SFi N e . 6
Bolesnik je operaciju preziveo i dugo Ziveo bez posledica.’
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Od danasnjih tehnika evakuacije kamena iz bubrega zahteva se mala ili nikakva in-
vazivnost po pacijenta. Jedna takva je i primena sondi za ekstrakciju kamena iz mokracnog
sistema.* Ideja o ekstrakciji kamena sondom datira jo§ iz 1938. godine. Sonde se uz po-
moc¢ operativnog citoskopa uvode u mokracni sistem iznad kamena, a zatim se pomocu
najlonskog konca, koji prolazi kroz sondu formira omdca na vrhu ili se potiskivanjem ZiCane
osnove kroz sondu formira korpica. Postepenim povlacenjem sonde sa kamenom u mok-
racnu besiku i napokon u spoljnu sredinu dobija se Zeljeni rezultat.

Danas se ipak najviSe koristi ekstrakorporalna litotripsija ili tzv. ESWL> terapija.
Ova tehnika se zasniva na sitnjenju kamena do dimenzija koje se mogu spontano izbaciti.
Ekstrakorporalna litotripsija danas zauzima znacajno mesto u lecenju ur()litijaze.43 Prime-
njeni talasi se odlikuju brzim porastom i sporim padom energije, a sastavljeni su od raznih
visokih i niskih frekvencija. Niske frekvencije se dobro §ire kroz vodu i tkivo, uz mali gu-
bitak energije. Ultrazvucni talasi vece energije prolaskom kroz tkiva prouzrokuju termicke
ozlede.

Mehanizam dejstva udarnih talasa na kamen u mokracnom sistemu zasniva se na
razli¢itim akusticnim karakteristikama (voda - kamen). Udarni talasi, koje generiSe instru-
ment, prenose se kroz vodu do koZe i stizu do kamena uz minimalne gubitke energije.
Kako se akusti¢ne osobine, impedance (Z)' kamena (Zy) 1 vode (Z,) dosta razlikuju na
dodirnoj povrsini oslobodi se deo energije u vidu opterecenja na kamen, §to dovodi do ru-
Senja kristalne strukture kamena. Energija talasa se smanji za koli¢inu oslobodene energije
1 8iri kroz kamen do krajnje dodirne povrsine (kamen - voda), gde ponovo dolazi do oslo-
- badanja preostale energije ovog puta u pbliku tenzije. Posledica ovog procesa je dezinte-
gracija kamena.”’

Dejstvom udarnih talasa kamen pocinje da puca i da se mrvi. Veoma je vazno znati
strukturu kamena, kako bi se brZe i jednostavnije izvela litotripsija. Bolesnici nakon zavr-
Sene terapije, uz uzimanje velike koli¢ine teCnosti obilno izmokravaju delove kamena. Za
razliku od operativnih tehnika ESWL terapija se moze vise puta koristiti kod istog pacijen-

ta bez vecih posledica na dalje zdravlje.

j'ESWL— (engl.)-Extracorporal Shock Wave Litotrypsy

S = p v, gde je p gustina materijala, a v brzina
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Nativnim pregledom kamena mokracnog sistema i kamena iz Zuci uocava se izgled,
oblik i boja, $to u nekim slucajevima litijaze moze biti dovoljno za odredivanje puta istrazi-
vanja i odredivanja sastava kamena. Svaki uzorak se detaljno opise, naznaci se broj kame-

nja dobijen na analizu, kao i nacin dobijanja uzorka.

Slika 9. Izgled uzorka BIF 2. Na slici 1 je prikazan popreéni presek
istog kamena; uzorak identifikovan kao struvit.

Ako postoji mogucnost, uzorak se na pogodan nacin prepolovi i tako posmatra. Na

slikama 9 - 11 prikazani su preostali uzorci analizirani u ovom radu.

Slika 10. Spoljanji izgled uzorka BNM 11. Uzorak dobijen operativno 22



Slika 11. Popre¢ni presek uzorka BNM 11

2.5. Odredivanje sastava kamena

Razvoj nauke i tchnike donco je dosta novina i u proucavanju medicinskih proble-
ma. Struktura i hemijski sastav pokazuju Zivot kamena od nuklecije, pa sve do izlaska na

suncevu svetlost. Analiza kamena nije imala znacaj u vreme kada su se traZili samo nacini

-vadenja kamena iz organizma. Danas sc tezi da se pomocu lekova i drugih nacina terapije

kamen izbaci iz unutra$njosti organizma coveka, bez vecih problema po bolesnika, a to se
najlakse postize kada se zna sastav i struktura kamena. Tako su nekad vaZni podaci o
velicini i tvrdod¢i kamena danas dopunjeni sa hemijskim sastavom i strukturom, kako bi se
terapijom dobio maksimum i sprecio nastanak novog kamena. Kako je nastanak bolesti jo3
uvek nepoznat svaki novi podatak o vrsti i sastavu kamena moZze pomodi u njegovom
otkrivanju i - ili otklanjanju. Svi ovi podaci danas treba da sluZe lekaru urologu u istraZi-
vanju i lecenju urolitijaze.

Prve analize bubreznog kamena datiraju jo$ iz antickih vremena. Egipatski lekari
su ispitivali kamen i na osnovu njihovih zapaZanja podelili su ih na: tvrde i meke. U an-
ticko vreme postojali su litotomisti koji su se bavili problemom nastanka i le¢enja uro-

litijaze.*
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Sve do tada poznate tehnike istraZivanja su upotrebljavane samo ako je kamen spontano iz-
baCen iz organizma. Prvi metod dokazivanja prisustva kamena lokalizovanog u bubregu
bila je perkutana akupunktura, koju je engleski lekar Berker prvi put uveo i opisao 1880.
godine. Tehnika se sastojala iz probadanja bubrega iglom, pri Cemu se oseca i Cuje struga-
nje po kamenu. Akupunktura nije opasna, ali medutim ni pouzdana dijagnosticka metoda.”

Pronalaskom X-zraka otvoren je novi pravac u istraZivanju i leCenju.

Danas se raspolaZe vrlo pouzdanim metodama za otkrivanje kamena in vivo, §to u
mnogome pomaze pri leéenju.45 Kamen koji se dobije na analizu ponekad je vrlo male
mase, a ako je pacijent podvrgnut terapiji na ESWL, tada kamen nema ta¢no odreden oblik.
Kvalitativno i kvantitativno odredivanje hemijskog sastava kamena zahteva znatna prilago-
davanja klasi¢nih metoda rada. U ispitivanju se obi¢no koriste najosetljivije reakcije iz ob-

lasti mikroanalize. Primena tehnike spot test analize svodi utroSak kamena na minimum.

Analizom je potrebno odrediti raspored komponenti u kamenu, kao i faktore koji su
doveli do pojave nukleacije. Analizu kamena oteZavaju najCe$ce dve stvari. Kao §to se
videlo kamen je smeSa teSko rastvornih materija. Rastvaranjem kamena, jedinjenja se ras-
padaju na jone i nestaju razlike u molekulu npr. kalcijum-oksalat-monohidrata i kalcijum-
oksalat-dihidrata. Klasicnim hemijskim metodama je skoro nemoguce odrediti koja kom-
ponenta pripada kom jedinjenju. Dugo vremena je na osnovu hemijske analize po principu
vice versa odredivan sastav kamena. Danas se uglavnom traZe metode koje ne razaraju uzo-
rak tj. ne ili vrlo malo naruSavaju nativnu strukturu kamena. Iz tog razloga danas izvesno
- preimudstvo imaju fiziCcke metode u prvom redu difrakcija X-zraka, mikroradiografija,

polarizaciona i elektronska mikroskopija i druge.

Ttreba napomenuti da se uzorak kamena pre svih ispitivanja obi¢no fotografiSe.
Posle nativnog pregleda sve metode ispitivanja se mogu podeliti na klasicne kvalitativne i
kvantitativne hemijske (titrimetrija, gravimetrija i dr.) i na pogodne fiziCke metode (difrak-
cija X-zraka, infracrvena refleksiona i transmisiona spektrometrija, termoanaliza, mikrora-

. .. . . . . [ 45
diografija te kontrastna, polarizaciona i elektronska mikroskopija i dr.).
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2.5.1. Hemijske metode

Postoji viSe postupaka hemijskog ispitivanja kamena. Tu se podrazumevaju postup-
ci kod kojih se komponente kamenja odreduju dejstvom nckog reagensa. Pri odabiru he-
mijskih reakcija za analizu kamena, potrebno je uvek imati na umu specifi¢nost datog
reagensa na ispitivanu komponentu. Kako se na analizu veoma Cesto dobija mala kolic¢ina
kamena potrebno je razviti mikroanaliti¢ke tehnike u odredivanju sastava. Razumljivo,

svakoj kvantitativinoj mora predhoditi kvalitativna hemijska analiza.

2.5.1.1. Kvalitativna hemijska analiza

Vecina kvalitativnih postupaka u odredivanju sastava kamcna je proistekla kao
modifikacija Helerovog (Heller,1860.)* i Ulecmanovog (Ultzmann,1882.) postupka.“ Ovaj
poslupak se zasniva na probi sagorcvanja i rastvaranja u pogodnim sredinama. Nakon Za-
renja se izvodi tzv. mureksidna reakcija, na osnovu koje se mogu razlikovati: oksalatno,
fosfatno, karbonatno, uratno, ksantinsko i cistinsko kamenje. U cilju smanjenja greSaka vi-

Se puta je vrsena modifikacija. Jedna od tih modifikacija je prikazana na Semi 1.

Za analizu uzme se nekoliko miligrama sprasenog uzorka kamena i u lonci¢u Zari u
plamenu. Ukoliko se uzorak sastoji iz organskih komponenti (mokraéna kiselina,urati,
ksantin i cistin) u posudi za Zarenje ne ostaje pepeo. Uzorci koji sadrZe neorganske
‘materije ( Ca-oksalat, Ca-,Mg-fosfat i Ca-karbonat), kao i uzorci koji su kombinacije ne-
organskih i organskih materija ostavljaju znatan deo pepela.

Za odredivanje organskih komponenti u porcelanskoj posudi se malo uzorka rast-
vori sa koncentrovnom IINOj; i upari skoro do suva na malom plamenu. Na tako priprem-
ljen uzorak se doda malo NH4OH pri ¢emu se javija crvena boja ukoliko je prisutna mok-
racna kiselina i njene soli. Ksantin se za razliku od mokracne kiseline dokazuje dodava-
njem NaOL, kada se takode javlja crvena boja. |

Dokazna reakcija na cistin zasniva se na dokazivanju sumpora iz aminokiselina, a
postupak se izvodi sa alkalnim rastvorom Pb(CH;COOQO),. Pojava crne boje ili crnog taloga

uzima se za pozitivnu reakciju na cistin.
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1 PROBA SAGOREVANJA

BEZ OSTATKA SA OSTATKOM
Mokracna kiselina Ca-oksalat

Urati Ca-fosfat

Cistin Mg-fosfat
Ksantin Ca-karbonat

11 ANALIZA KAMENJA KOJI OSTAVLIAJU OSTATAK

1. Rastvoriti kamen u HCI i zagrevati
2. Ohladiti i profiltrirati
3. Filtrat zasititi amonijakom
4. Dodati sircetnu kiselinu i centritugirati

TALOG < %WUGAT

I. Rastvoriti u H ,50, Dodati titel‘miutn Dodatkom Dodatkom
2. Dodati kap KMnO i kap NaOH NH s-oksalata NH4 molibdata
u7, obezbojavanje crveni talog beli talog Zut talog
2+ 2+ 3-
Ca-oksalat Mg Ca POy

HII ANALIZA KAMENJA KOJI NE OSTAVLIAJU OSTATAK

Uzeti navu koli¢inu uzorka

Upariti sa HNO;; Rastvoriti sa NaOH
Dndutk()m*monijuka Dodatkom NaOH Dodati Pb-acetat i kuvati
crvena boja crvena boja braon do crma boja
Mokracna kiselina Ksantin Cistin
v Ako se dokazu
Mokraéna kiselina i magnezijum Fosfati
Uzeti malo kamena na predmetno Urzeti malo kamena na predmetno
staklo i dodati kap NaOH staklo i dodati kap po kap HCI
Promena boje crvene lakmus hartije Pojava mehurica gasa
+ 2- -
NH 4 Co,

Sema 1. Pregled postupaka za kvalitativnu hemijsku analizu mokrac¢nog
kamena’

Ako se nad uzorak u toku dodavanja rastvora baze postavi navlaZena crvena lakmus
hartija, javlja se plava boja kao dokaz za postojanje amonijum-jona, koji se moZe naci ve-
zan sa mokra¢nom kiselinom (amonijum-urat) ili u formi struvita.

Kod uzoraka koji ostavljaju ostatak nakon sagorevanja uzima se nova proba ka-
mena i rastvara u vrucoj, razblaZenoj hlorovodoni¢noj kiselini. Epruveta sa uzorkom se ne-
koliko minuta drZi u toplom vodenom kupatilu, kako bi se sav kamen rastvorio. Ukoliko
ima nerastvorenog kamena, tada se smesa prolfiltrira i ostavi da se ohladi. U hladan filtrat

se dodaje amonijak. Ukoliko se pri dodatku NH,OH javlja beo talog, koji se ne rastvara u
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razblaZenoj siretnoj kiselini, dokaz je za kalcijum-oksalat u kamenu. Razdvoji se talog
centrifugiranjem iz Cega se dokazuje kalcijum, a za identifikaciju okslatnog anjona izvodi
se reakcija obezbojavanja rastvora KMnO, u kiseloj sredini, koja je zasnovana na redoks-
reakciji permanganata i oksalne kiseline.

Ostali sastojci kamena (,,neoksalatni” kalcijum, magnezijum, fosfat) se dokazuju iz
filtrata, posle odvajanja taloga Ca-oksalata, specificnim reagensima. Tako se magnezijum
dokazuje u reakciji sa titan-Zutim u alkalnoj sredini. Reakcija je pozitivna, ako se pojavi
Crveno obojenje ili crvenkast talog.

Dokazivanje ,,neokslatnog” kalcijuma se moZe uraditi iz filtrata taloZenjem sa amo-
nijum-oksalatom. Pojava belog taloga ukazuje na nastali kalcijum-oksalat.

Dokazna reakcija za fosfat zasniva se na nastajanju fosformolibdenske kiseline u
kiseloj sredini. Nastali proizvod se uocava pojavom Zutog taloga. Reakcija je visoko oset-
ljiva,a ometaju je hloridni joni, koji se mogu odstraniti dodatkom koncentrovane HNO;, a
zatim uparavanjem.

Karbonati se mogu dokazati direktno iz uzorka tako $to se uzme malo kamena u ca-
Su ili epruvetu i prelije hlorovodoni¢nom kiselinom. Pojava mehurica dokaz je za karbo-
nate.

Veoma Cesto se navodi i postupak koji su modifikovali Simons i Gentzkov.*
Jedina razlika u odnosu na opisanu je u dokazivanju cistina. Oni preporucuju izvodenje
reakcije u alkalnoj sredini sa natrijum-nitroprusidom uz dodatak natrijum-cijanida. Pojava
tamno crvene boje ukazuje na prisustvo cistina u kamenu.

U literaturi® izdatoj kod nas preporucuje se sledeci postupak ispitivanja. Za razliku
od predhodnih postupaka svaka komponenta se odreduje posebno. Dokazivanje oksalata
izvodi se tako §to se uzorku doda malo rezorcinola i kap koncentrovane H,SO,. Pojava
plavo zelene boje je dokaz za oksalat. Takode se izvodi i reakcija sa azotnom kiselinom.
Postupak je sledeci: na malu koli¢inu uzorka se doda 5-6 cm’ azotne kiseline koncentracije
1 mol/ dm’ i zagreje do klju€anja na plameniku da se prah kamena potpuno rastvori. Posle
se smesa hladi pod mlazom hladne vode. Uzme se deo filtrata i doda malo koncentrovanog
NH,OH. U prisustvu oksalata i fosfata javlja se beo talog. Dodavanjem razblaZene sircetne
kiseline, talog se ne rastvara ukoliko su prisutni oksalati. Iz ovog rastvora se uzme 2-3 kapi
i stavi na predmetno staklo mikroskopa. Posmatranjem pod mikroskopom uocavaju se
kristali u obliku koverte (kalcijum-oksalat-dihidrat kristaliSe u oktaedarskom sistemu), §to
dokazuje prisustvo oksalata u uzorku kamena.
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Dokazivanje fosfatnog anjona se preporuCuje ve¢ opisanom reakcijom sa amo-
nijum-molibdatom, tako Sto se uzme malo filtrata u epruvetu u kojoj se nalazi amonijum-
molibdat. Ta smeSa se zagreva do kljuCanja - pojave Zutog taloga fosformolibdenske
kiseline, koja je dokaz za prisutne fosfate. Ostale neorganske komponente kamena
dokazuju se manje viSe slicnim postupkom. U sluCaju organskih materija situacija je
identi¢na, osim kod dokazivanja cistina. Dokazna reakcija se izvodi sa natrijum-cijanidom
1 natrijum-nitroprusidom. Pojava crvene boje ukazuje na po-javu cistina kao konstitutivnog
elementa kamena.

Na kraju potrebno je napomenuti da je hemijska kvalitativna analiza kamena brza i
relativno jednostavna. Medutim, zahteva minimalno 5 mg uzorka.**" Kako je u izucavanju
kamenja potrebno odrediti lokalizaciju (nukleus, sredi$nji deo i omotac) komponenti,
potrebno je uzimati i viSe od naznacene koliCine uzorka. Za detaljnu analizu kamena postu-
pak kvalitativne hemijske analize je nepodoban. Slaba strana ovog postupka je saznanje
samo o elementarnom i jonskom sastavu kamena iz Cega se teSko moZe doneti zakljucak o
jedinjenjima - sastojcima kamena. Kombinacija katjona 1 anjona po principu vice versa
moze dovesti i1 do pogresnih zakljuCaka.

Kamen iz Zuci se ispituje na prisutnost holesterola, bilirubina i kalcijumovih soli.”!
Vecina postupaka se zasniva na ekstrakciji komponenti kamena pomocu odgovarajuceg
organskog rastvaraCa, najéeSce etra. Iz dobijenog ekstrata izvode se reakcije dokazivanja
prisutnosti pojedinih jedinjenja.

Korisni kvalitativni podaci o sastavu kamena mogu se dobiti primenom tzv. mikro-
- skopskih metoda. Cesto se na analizu dobije mala koli¢ina kamena, tako da se primenom
mikrometoda moZe doci do zadovoljavajuéih podataka. Ovakva vrsta analize moZe se pri-
meniti u svakoj medicinskoj laboratoriji.

Uzorak se postavi na predmetno staklo mikroskopa i uz pogodno osvetljenje pos-
matra pri uveliCanju od 30 - 150 puta. Vec tim pregledom povr§ine mogu se prepoznati
sastavni delovi kamena, odnosno komponente. Ako se radi o vecim uzorcima moguce je
pogodnom tehnikom preseci kamen i pregledati nukleus. Potrebno je detaljno opisati izgled
glavnih zona kamena.

Za odredivanje proseCnog sastava, uzorak kamena spraSi se do mikrokristalnog
praha i dalje ispituje. Na predmetno staklo se nakapa reagensa (oko 20 pl), tako da se
dobije mrlja pribliznog precnika 1 cm. Uz pomoc¢ oStrog noZica malo praha se unese u tu
mrlju i posmatra dalji tok reakcije. Nedostatak ove metode je u tome $to danas joS uvek ne
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postoji specifi¢ni reagensi, koji bi sa pojedinaCnim sastojcima reagovali. Iz tog razloga
koriste se najmanje dva reagensa, kiselina i baza, tako da se medusobno dopunjuju.

Mikroskopska hemijska analiza poCela se razvijati upravo kada se u leCenju uroliti-
jaze pristupalo na drugi, neoperativni nacin. Tako je 1965. godine Viskeleti (Viszkelety),52
opisao brzu mikroskopsku analizu kamena. Ovaj nacin ispitivanja sastoji se od rastvaranja i
ponovne kristalizacije komponenti kamena, po sledecem postupku:

Uzme se malo praha kamena na predmetno staklo i prelije sa 20% rastvorom KOH.
U vidnom polju mogu se videti kristali mokracne kiseline. Soli mokracne kiseline - urati
grade kristale, koji imaju izgled malih kugli. Na drugom predmetnom staklu ponovo se
stavi malo praha i rastvori u NH,OH. Ako se u uzorku nalazi cistin, tada se prepoznaju
Sestougaoni kristali tipiCni za ovu aminokiselinu.

Kada se uzorak ne rastvara u 20% rastvoru KOH, tada se pokusa rastvaranje sa 20%
rastvorom sulfosalicilne kiseline. Ako se uoci rastvaranje kamena, tada se govori o prisust-
vu fosfata u uzorku. Radi potpunog dokazivanja fosfata moZe se dodati i kap amonijum-
molibdata, pri Cemu se stvara Zuto obojena fosformolibdenska kiselina.

Ukoliko se uzorak kamena rastvara i u KOH i sulfosalicilnoj kiselini tada se govori
o prisustvu oksalata. Potpunu dokaz moZe se dobiti reakcijom obezbojavanja rastvora
KMnO, u kiseloj sredini.

Cilj ovog rada bio je da na osnovu opisanih klasi¢nih hemijskih postupaka
odredimo kvalitativni sastav kamena i da postignute rezultate uporedimo sa instrumental-

nim metodama dokazivanja sastojaka kamena.

2.5.1.2. Kvantitativana hemijska analiza

Na kvalitativnu hemijsku analizu nadovezuje se kvantitativna hemijska analiza.
Kvantitativna hemijska analiza zahteva dosta vremena za rad, a ponekad i skupu opremu.
Osnova svih redenja je odabiranje pogodnog nacina pripreme uzorka i odgovarajuce osetlji-
ve reakcije odredivanja za svaku komponentu. Najce§ce se biraju hemijske reakcije, koje
mogu da posluZe za spektrofotometrijsko i titrimetrijsko odredivanje.

Vecina metoda kvantitativne analize zahteva detaljnu pripremu uzorka, zbog mogu-
¢eg prisustva delova tkiva ili krvnih celija. Njihovo prisustvo ometa tok ipitivanja. Jedna
od najéesce primenjivanjih tehnika kvantitativne analize svih komponenti je po Maureru>
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iz 1969. godine. Uzorci se pre analize paZljivo operu u destilovanoj vodi i sue na 65 °C.
Posebno se mora voditi raCuna o temperaturi suSenja uzorka, jer se zna da uzorci koji
sadrZze mokrac¢nu kiselinu i struvit mogu delimicno ili popuno da izgube vezanu vodu, $to
moZe dovesti do greSaka prilikom izraCunavanja sastava. Na Semi 2 prikazan je postupak
po Maureru.”

Prema postupku prikazanom na Semi 2, 5 mg uzorka se rastvara u 5 cm® 0,1 mol
dm™ NaOH i zagreva do 80 °C, odredeno vreme, do potpunog rastvaranja. Sadrzaj se kvan-
titativno prenese u odmerni sud i nakon dopunjavanja do crte izvode reakcije u cilju odre-
divanja koncentracije pojedinih komponenti.

Odredivanje mokracne kiseline i urata se vr$i na bazi reakcije redukcije fosfor-
volframove kiseline. Nastali kompleks ima plavu boju, koja se stabilizuje prisustvom
Li,CO; i cijanidnog jona. Intenzitet boje srazmeran je koncentraciji mokracne kiseline ili
njene soli, a apsorbancija se meri na spektrofotometru, pri talasnoj duZini od 578 nm.

Amonijum-jon se kvantitativno odreduje indofenolnom reakcijom. Za odigravanje
reakcije potrebno je podesiti alkalnu sredinu. Ova reakcija iako nije dovoljno selektivna,
moZe se smatrati pogodnom za odredivanje amonijum-jona. Intezitet plave boje nastalog
proizvoda reakcije meri se na talasnoj duZini 578 nm.

Odredivanje oksalata izvodi se titrimetrijski na bazi redoks-reakcije sa permanga-
natom, u kiseloj sredini, uz fotometrijsko odredivanje zavr§ne tacke titracije na 546 nm.

Kvantitativho odredivanje fosfata je, takode, preporuéeno52 na bazi reakcije po
Rabe-Urbahu. To je u hemiji poznata reakcija fosfata sa amonijum-hepta-molibdatom, pri

~Cemu prvo nastaje Zuto obojena fosformolibdenska kiselina koja dodatkom alkalnog rast-
vora menja boju u plavo. Merenjem apsorbancije na 623 nm odreduje se koli¢ina fosfata u
uzorku kamena.

Kalcijum se odreduje plamenom fotometrijom. Pri odredivanju magnezijuma Mau-
rer’ preporucuje reakciju po Mann&Joe*™, koja se sastoji se iz reakcije sa ksilidol pla-
vim (metalo-hromni indikator) pri pH=10,6. Intezitet nastale boje je srazmeran koliini
magnezijuma, ako se promena boje meri na 492 nm.

Odredivanje redih komponeti Maurer” samo navodi, te se npr. proteini odreduju u

biuret reakciji.
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5 mg uzorka kamena
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Sema 2. Tok kvantitativne analize po Maureru

Pored ovog postupka analize kamenja po Maureru™ postoji i niz drugih, koje su

proistekle kao modifikacije ili su posledica uvodenja specificnijih reakcija (enzimske re-

_ akcije) na pojedine komponente.

Jedan veoma zanimljiv postupak potpune kvantitativne analize kamenja predloZen
je od strane Snajdera (Schneider),56 prema kojoj se na osnovu gubitka mase uzorka pri su-
$enju na 105 °C i Zarenju na 560 °C odreduje sastav kamena. Ovom metodom je predvide-
na i analiza mikroelemenata kao 3to su gvozde, bakar, mangan, cink, molibden i drugi.

Kod nas se kvantitativna analiza veoma retko sprovodi. Postoji model analize koje
je predloZio Januzovic,” prema kome se analiza sastava kamena izvodi iz rastvora kamena
koji se priprema po preporuci HodZkinsona i Robertsona (Hodginson i Robertson).57

Uzorak kamena se opere u destilovanoj vodi i osusi acetonom. Potrebno je izmeriti
ukupnu koli¢inu kamena, pre nego se spradi u avanu. Ukoliko se na analizu dobije veci

uzorak, moZe se uzeti deo nukleusa i deo tela kamena. Ako je kamen homogene strukture
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analizira se kao celina. Nakon sitnjenja do mikrokristalnog praha odmeri se koli¢ina oko 8
mg i rastvori u odmernom sudu zapremine 10.0 em’ i dopuni razblaZzenom hlorovodo-
ni¢nom kiselinom.

Odredivanje komponenti kamena vri se pripremljenim rastvorima reagenasa, naj-
edce komercijalnim proizvodima. Kako jo§ uvek kvantitativno odredivanje oksalne kiseli-
ne predstavlja problem to se u ovom slucaju preporucuje metoda po HodZkinsonu i Vili-
amsu (Williams)sx, a koju je modifikovao Januzovic.”’ Reakcija se zasniva na redukciji
oksalata cinkom u glikolnu kiselinu uz prisustvo i sumporne kiseline. Nastali glikolat sa
hromotropnom kiselinom u kiseloj sredini daje ljubiCasto obojen kompleks. Intezitet boje
se meri spektrofotometrijski na talasnoj duZini od 570 nm.

Kalcijum se odreduje u reakciji sa metil-timol plavim u baznoj sredini (pH 12-13)
sa kojim gradi kompleks tamno plave boje. Intenzitet boje je proporcionalan koncentraciji
kalcijuma kada se apsorbancija rastvora meri na 612 nm.

Fosfat, mokracna kiselina i magnezijum odreduju se prema ve¢ gore opisanim
postupcima.

Klasi¢na kvantitativna analiza u vecini sluajeva daje dobre rezultate, ali zahteva
dosta vremena i ponekad veoma i skupe reagense tako da se retko izvodi.

Primenom hemijskih metoda analize kamenja mokracnog sistema izvrsena je klasi-
fikacija i izraCunata incidencija pojedinih vrsta kamenja. Jedna Sira analiza®® kamenja
uradena u SAD na oko 4000 uzoraka dala je podatke iznete na grafiku 1. U prikazu nije

ukljuéeno retko kamenje, kao §to je indigokarminski i kamenje od sulfonamida.

ksantin (0.03%)
cistin (1.20%)
mokraéna kiselina (5.20%)

struvit (16.99%)
kalcijum - oksalat (Cist) (35.79%)

kalcijum - oksalat + apatit (400.79%)

Grafikon 1. Hemijski sastav mokraéno% kamenja; podaci dobijeni na osnovu
v ‘e . 4
klasi¢ne hemijske analize
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2.5.2. Fizi¢ke metode

NajceSce se na analizu dobije veoma mala koli¢ina kamena (manje od 5 mg). He-
mijske metode su destruktivne i obi¢no zahtevaju vecu koli¢inu uzoraka za analizu. Fizicke
metode Cesto nisu destruktivne, a ipak pruZaju detaljne podatke o uzorku, koje hemijske
metode ne mogu. Tako se ove dve tehnike nadopunjuju. Na osnovu fiziCkih metoda mogu-
e je razlikovati npr. jedinjenja koja mogu kristalisati sa jednim ili viSe molekula vode npr.
kalcijum-oksalat-monohidrat i kalcijum-oksalat-dihidrat. Danas se u analizi kamenja mok-
racnog sistema i kamenja iz Zuci najCeSce koriste: metoda difrakcije X-zraka za praSkaste
uzorke i metoda infracrvene spektroskopije. Ostale metode kao §to su termo-analiza, opti-
¢ka i elektroska mikroskopija, NMR, Ramanova spektroskopija viSe imaju teorijski nego

prakticni znacaj.

2.5.2.1. Difrakcija X-zraka

Kada se u fizici pocelo izucavati provodenje elektri¢ne struje kroz gasove, Rendgen
(Rontgen) nije ni pomis§ljao da ce svojim otkricem 1895. godine promeniti dotadaSnji pog-
led na materiju, Ciju strukturu ljudsko oko nije moglo da vidi.® U visoko vakuumiranoj ce-
vi Rendgen je postigao visoki napon reda 10° kV u oblasti izmedu katode i nekoliko cm
udaljene anode (antikatoda). Elektroni ubrzani do energije 10* eV stizali su do anode, bez
sudara tj. gubitka energije. Na tom mestu se naglo koce, pri ¢emu se javlja emisija elektro-
magnetnog zraenja. Da bi proverio prisustvo tog zracenja, Rendgen je postavio normalno
na upadni pravac elektrona scintilacioni ekran da detektuje to zraCenje. Na ekranu su se po-
javile scintilacije, a Rendgen je stavio svoju $aku na pravac zraCenja i postao prvi Covek u
istoriji CoveCanstva, koji je video senku kosti svoje Sake na ekranu.®' Ova tajanstvena spo-
sobnost prolaZenja zraka kroz materijal, kao i nepoznavanje mehanizma porekla, dovelo je
i do naziva ovih zraka. Dobili su ime X ili nepoznati zraci, a kasnije u ¢ast pronalazaca do-

bijaju ime rendgenski zraci.
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Spektralna analiza je pokazala da se X-zraCenje nalazi u oblasti elektromagnetnog
zraCenja talasnih duZina oko 0,1 nm i da se sastoji iz dva dela: kontinualnog i diskontinual-
nog spektra. Kasnije je utvrdeno da kontinualni deo spektra ne zavisi od vrste materijala od
kojeg je anoda nacinjena, a da se diskontinualni deo javlja samo iznad neke kritiCne vred-
nosti ubrzavajudeg potencijala u cevi i da zavisi od materijala od kojeg je anoda nacinjena.

Ako se na nekom uzorku izvrsi difrakcija zraCenja, pri ¢emu atomi interaguju sa
zraCenjem, moZe se videti slika kristala, odnosno raspored atoma u kristalnoj reSetki kris-
tala. Ugao za koji se talas difraktuje na kristalu zavisi od kristalne strukture i talasne duZine
zraCenja. Kada se jedan atom izloZi elektromagnetnom zraCenju, elektroni u atomu mogu
elasti¢no rasejati ovo zracenje ili samo jedan deo - sa frekvencijom upadnog zraka. Difrak-
ciju X-zraka na kristalu je jednostavno objasnio V.L.Brag (V.L.Bragg).(’2 Na slici 12. dat je
prikaz na osnovu koga se moZe izvesti Bragova jednacCina difrakcije X-zraka. Ova osobina
koristi u istraZivacke i prakticne svrhe. Najce3c¢i su oni sa bakarnom anodom, koja pokazu-

je intenzivnu Kg; liniju u spektru pri 0,1541 nm.

Stika 12. Prikaz difrakcije X-zraka

Razlika u putevima zraka reflektovanih od susednih ravni je 2 d sin@, gde je 6
mereno od kristalne ravni, a d normalno rastojanje izmedu susednih ravni. Interferencija
reflektovanih zraka deava se uvek kada je razlika puteva jednaka celobrojnom umnoSku
talasne duZine A. Tako je uslov interferenci je reflektovanog zracenja dat izrazom (1), koji

predstavlja Bragov zakon:

D SIN G FA et et nH
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Bragov zakon je posledica periodicnosti prostorne reSetke kristala. Bragova reflek-
sija moZe se javiti samo za talasne duZine A< 2 d . To je razlog $to ne moZemo koristiti vid-
ljivu svetlost. Bragov zakon (1) zahteva da @ i A odgovaraju jedan drugom tj. X-zraci tala-
sne duZine A, koji nailaze na trodimenzionalni kristal, pod proizvoljnim upadnim uglom u
opitem slucaju nece biti reflektovani. Da bi se zadovoljio Bragov zakon potrebno je menja-
ti talasnu duZinu ili ugao refleksije. Standardni difrakcioni metodi koriSceni u strukturnoj
analizi kristala zami§ljeni su tako da se ovo §to bolje ostvari. U istraZivanjima koriste se tri
difrakcione metode: Laue metoda, metoda obrtnog kristala 1 metoda kristalnog praha.62

U istraZivanju kamenja iz mokracnog sistema i kamena iz ZuCi najcesce se koristi
metoda kristalnog praha. Ova metoda omogucuje egzaktni raspored i identifikaciju konsti-
tuenata kamenja. Instrumenti koji se koriste u tu svrhu jedino se razlikuju u sistemu detek-
cije reflektovanog zraka. Ranije verzije ovih instrumenata bile su opremljene sa Debaj-
Sererovom kamerom®, koja omogucuje da se na osnovu zacrnjenja na osetljivoj emulziji
filma ili foto ploe procenjuje intenzitet difraktovanog zracenja kao i ugao difrakcije 6.
Danas se u velikom broju slucajeva koristi Gajger-Milerov proporcionalni ili scintilacioni
broja¢. Kod difraktometara za prah, preko jonizacije koju izazivaju fotoni rasejanog X-zra-
enja, moguce je direktno merenje intenziteta reflektovanog zracenja. Kod filmskih metoda
detekcije do ovog podatka dolazi se na sloZen i manje tatan nacin. Koriicenjem scintila-
cionog ili proporcionalnog brojaCa omoguceno je da se rezultati direktno u digitalnoj formi
ili putem pisaca, zapisu u spektar traZenog uglovnog intervala.

Princip metode za praSkaste uzorke je isti bez obzira na nacin detekcije reflektova-

" nog zralenja. Spraeni uzorak se smesti u tanku kapilaru, u slucaju da se detekcija vrSi po-

mocu filma. Ako se intenzitet detektuje pomocu scintilacionog ili proporcionalnog brojaca
uzorak se postavlja na specijalnu podlogu tacno odredene povrine i zapremine. Slika 13.
prikazuje put zraka pri snimanju spektra za praskasti uzorak u slucaju detekcije sa scinti-
lacionim brojaCem.

Postolje sa uzorkom postavlja se tako da detektorski krug skaniranja bude u verti-
kalnoj ravni i da je snop X-zraka fokusiran na povrsinu uzorka. Iz osnovnih postavki Bra-
govog modela difrakcije vidi se da: ako je uzorak postavljen pod upadnim uglom &, trenu-
tno merenje je na dvostruko vecem uglu 2 @ u odnosu na inicijalni zrak. Prilikom skanira-

nja potrebno je obezbediti sinhronizaciju obrtanja uzorka i brojaca za dvostruko veci ugao.
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Slika 13. Princip rada instrumenta za difrakciju X-zraka sa
scintilacionim brojaem kao detektorom zraenja

U centru goniometarskog sistema se nalaze posebni nosaci koji fiksiraju uzorak,
kako bi se odrzala stalnost povrsine uzorka na kojoj se vr$i difrakcija. Uzorak treba da ima
_ dovoljno glatku povrsinu da bi se obezbedla ista debljina sloja uzorka.”*

Kamenje iz mokracnog sistema i iz Zui pokazuje karakteristiCne linije difrakcije za
uglove @ u intervalu 3 - 25 °, za koje se i snima difraktogram. Priprema uzoraka sastoji se
u finom spragivanju do mikrokristalnog praha u porcelanskom avanu. Za snimanje je pot-
rebno 10 - 15 mg uzorka, ali se kod vecine instrumenata ta koli¢ina moZe smanjiti upotre-
bom manjih ploica sa lepljivom trakom. Pre pocetka snimanja potrebno je odrediti para-
metre kao §to su osetljivost instrumenta, brzina kretanja papira, kao 1 ugao skaniranja.65
Snimanje jednog uzorka u intervalu od 3-25° traje 30-45 minuta, §to zavisi od zadate brzi-
ne skaniranja. Dobijeni snimak se naziva difraktogram i predstavlja karakteristiku materi-
jala, u traZenom uglu difrakcije. Kada se difrakcija izvodi filmskom metodom potrebno je
samo nekoliko miligrama uzorka za analizu. Razvijanje filma kao i nedostatak potrosnog
materijala (osetljivog filma) ograniéavajuéu je okolnost kod primene ove metode.
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Difrakcija X-zraka moZe da posluZi za kvalitativnu 1 kvantitativou analizu materi-
jala. Zbog razliitog rastojanja d kristalnih ravni u kristalima moguce je razlikovati vecinu
kristalnih jedinjenja, a prema tome i vrstu supstance koja izgraduje taj sistem. Identifikacija
difraktograma, koriS§¢enjem ASTM’ podataka ne predstavlja veliki problem. U indeksu po-
dataka izvr3ena je sistematizacija tako da se na osnovu tri najintenzivnije linije odredi jedi-
njenje, a posle uporedivanjem kompletnih ASTM Kkartica izvrsi se potpuna identifikacija.

Pri analizi smeSa difrakcija X-zraka daje karakteristiCne linije svake komponente
ponaosob. Prilikom identifikacije smeSe nekih kristalnih komponenti, kao §to je struvit i
apatit oteZano je jer apatit ima slabu kristali¢nost ili je sadrZaj manji od 5% potrebno je ras-
polagati saznanjima i drugih metoda ispitivanja: hemijska analiza, infracrvena spektro-
skopija, DTA i poznavanjem spoljnih karakteristika uzorka. Kada se odredi komponenta sa
najvecim sadrZajem u smesi, tada je dosta olak3an put u daljoj detekciji sastava uzorka.®

Analiza difraktograma kamenja mokracnog sistema moZe se izvrSiti 1 uporediva-
njem sa standardnim spektrima iz literature ili spektrima iz arhive laboratorije, koja vrsi
ovakva ispitivanja.

Kvantitativna analiza mokracnog kamenja pomocu difrakcije X-zraka nije uobica-
jena, ali se moZe primeniti.(’(’ Najcesce se za tu priliku pripreme standardne smeSe vec poz-
natih uzoraka i snimi njihova uglovna difrakcija. Prostim uporedivanjem dvaju difrakto-

grama moguce je odrediti kvantitativni sadrzaj svake od komponenata u uzorku.

2.5.2.2. Infracrvena spektrometrija

Analiza materijala infracrvenom (IC) spektrometrijom danas se Cesto koristi. Prin-
cipi ovog merenja zasnivaju se na osobinama atoma u molekulu. Kako se atomi nalaze u
stanju neprekidnog vibriranja, to se svakim spoljnim uticajem moZe proizvesti poremecaj,
koji se sa pogodnom tehnikom moZe detektovati.”’ Vibracije atoma su u direktnoj zavis-
nosti sa njegovom geometrijom. Pojedine funkcionalne grupe imaju specifiCne vibracije
bez obzira na strukturu molekula. Ova osobina &ini osnov IC spektrometrije. Vibraciona
frekvencija izraZava se kao talasni broj, Cije su jedinice cm’'. Kada se izrazi na ovaj nacin,

frekvencija ima reciprocnu vrednost talasne duZine A . Talasne duZine vibracija molekula

5‘ASTM - American Society for Testing Materials
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se nalaze u infracrvenoj oblasti spektra clektromagnetnog zracenja. U analiticke svrhe se
najcescée koristi intcrval® od 2,5-15 p ili kao frekvencija 4000-666 cm™. Apsorpcija mole-
kula je kvantizirana tj. molckul mo7e da apsorbuje frckvencije koje se poklapaju sa vibra-
cionim frekvencijama. Apsorpcija odredene frekvencije dovodi do pobudivanja odgova-
rajuce vibracije. Nakon prestanka dejstva pobudeni molekul se vraca u osnovno, prvobitno

stanje, pri éemu sc oslobada energija kao toplota.

Instrumenti koji s¢ koriste imaju slicne karakteristike sa ostalim spektrofotomet-
rima, koji se koriste u UV i vidljivoj oblasti spcktra. Ono §to ih izdvaja od ostalih je izvor

svetlosti i detektor zracenja.

Uzordi &ji se infracrveni spektar 7eli snimiti, moraju s¢ pripremiti na odreden na-
&in. Nadin pripreme je razlicit za gasovite, teCne i Cvrste materije. Na ovom mestu se opi-
suje priprema ¢vrstog uzorka kakvo je kamenje iz mokracnog sistema i kamenje iz Zuci.

Cvrste supstance se najéesée ispituju kao presovane plocice - tablete. Uzorci kame-
na su pripremljeni tako §to sc fino sprasen prah pomesa sa isto tako sprascnim KBr.
Ovako dobijena smeda se presuje pod vakuumom, posle cega se dobija plocica ili tableta.
Za analizu &vrstih supstanci potrebno j¢ 0.5 - 1.0 mg. Snimanje spektra traje dvadeset
minuta.

Kada se dobije spcktar. mogu se uoditi karateristicne spekiralne trake razlicitog
oblika i intenzitcta. PoloZaj trake je odreden njenim vrhom na apscisi, a svojom visinom u
odnosu na ordinatu oznacava intenzitet. Interpretacija 1C spektara se zasniva na prepozna-
vanju pojedinih apsorpcionih traka na osnovu ranijih snimanja ili kolekcije standardnih

“spektara. Uredaji ovakve vrste danas sc upotpunjuju sa proccsionim racunarima, koji
mogu velikom brzinom da pregledaju i uporcde dobijeni spektar sa nekim iz baze
podataka. Ranije je identifikacija bila veoma sloZen proces upravo zbog obimnosti i visoke
cene atlasa standardnih spektara. 1C spcktroskopija moZe se primeniti kako u kvalita-
tivnoj, tako i u kvantitativnoj analizi kamenja nastalog u ljudskom organizmu.

Smatra sc da 1C spektrometrija spada u red rutinskih analiza uzoraka u hemijskoj
industriji i medicini. Bajser (l%cisc:hcr)°8 je 1955. godine prvi primenio 1C spektrometriju u
istraziva-nju kamenja mokracnog sistcina.

Spektralne linije jedinjenja, koja izgraduju kamenje mokracnog sistema nalaze se u

oblasti zracenja od 2.5 - 50 u ili izrazeno kao frekvencija zracenja od 4000 - 200 em™
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Princip rada IC spektrofotometra prikazuje slika 14. Izvor svetlosti se deli na dva
dela, jedan referentni i drugi za analizu. Optika instrumenta je tako podeSena da se zraci fo-
kusiraju na oslabljivace, Cija je funkcija da odnos dvaju zrakova podese tako da propust-
ljivost bude 100 % kada je uzorak potpuno transparentan, a 0% kada je put zraka potpuno
blokiran. Naizmeni¢nim propustanjem referentnog i zraka za analizu obezbedeno je stalno
uporedivanje intenziteta, tako da je apsorpcija uvek data relativno u odnosu na referentni
zrak. Sistemn za detekciju se sastoji iz termopara, koji se zagreva dejstvom energije zraCenja
i daje elektricni signal odgovarajudeg intenziteta. Registrovanje pojacanog signala, kod
starijih instrumenata tehnicki je izvedeno pomocu pisaca koji je sastavni deo IC spektro-
fotometra.

Za analizu kamenja potrebna je mala koliCina uzorka, a priprema uzoraka je iden-
ticna kao i za druge materije Svrstog agregatnog stanja. Uzorke je potrebno oCistiti od pri-
mesa tkiva, pranjem u destilovanoj vodi. Prilikom su3enja treba voditi rauna da se uzorci
ne zagrevaju iznad 65 °C, jer moZe doci do izmene u strukturi jedinjenja koja izgraduju

69
kamen.”
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Slika 14. Princip rada infracrvenog spektrofotometra
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Identifikacija IC spektara se zasniva na prepoznavanju karakteristicnih spektralnih
linija pojedinih grupa. Danas se Cesto koriste ranije snimci kamenja, koji se nalaze u zbirci
IC spektara. Tablica 2. prikazuje karakteristi¢ne spektralne linije pojedinih grupa, koje

saCinjavaju jedinjenja od kojih je kamen izgraden.

Tablica 2. Karakteristi¢ne spektralne linije hemijskih grupa32

Hemijska grupa Karakteristiéna spektralna linija (cm™)
C-H 2800-3000, 1350-1500
C=0 1600-1800
-0-H 3100-3600, 1650(H,0), 1100-1400
~NH, 3200-3500, 1550-1650
PO, 1000-1100, 550-650
CO,» 1350-1450, 850-900

U analizi kamena mokraénog sistema koristi se kvalitativna analiza IC spektromet-

rijskom metodom. Mogucnost kvantitativne analize na osnovu IC spektra zasniva se na pri-
. . . . . 70 . .

meni Beerovog zakona, ukoliko je proporcionalnost linearna.” Na osnovu intenziteta spek-

tralnih linija na IC spektru moguce je odrediti sadrzaj pojedinih komponenti u uzorku.
2.5.2.3. Pregled ostalih fizickih metoda

Ostale instrumentalne metode za'sada nisu dobile svoje mesto u dijagnostici i u od-
redivanju sastava kamena. Neke od njih imaju samo teorijski znaCaj, posto je oprema skupa
i priprema uzoraka za analizu dosta sloZena. Veliki broj radova je objavljen na ovu temu, a

najéeice se spominju mikroradiografija, termoanaliza i polarizaciona mikroskopija.

Mikroradiografiju je radiografija u mikroskopskim dimenzijama. Postupak analize
je jednostavan, ali prili¢no zahtevan. Uzorak se pripremi i postavi na film. Pogodnim izvo-
rom X-zralenja uzorak se ozraCi. Dobijeni snimak predstavlja senku kamena, koja je karak-
teristi¢na za pojedine vrste kamena. Ova tehnika pruza mogucnost uveliCavanja Zeljenih
delova slike, tako da se mogu odrediti i istraZiti slojevi kamena. Prepoznavanje uzoraka,

kao i kvantitativno odredivanje sadrzaja pojedinih komponenti kamena, je takode moguce
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uporedivanjem karakteristiCne apsorpcije X-zraCenja. Ova metoda se najCe$ce primenjuje u

. .72
naucne svrhe.

Ako pored kvalitativne analize postoji potreba i za preciznijom kvantitativnom ana-
lizom, moZe se primeniti i termoanaliza. Ova tehnika se sastoji u pracenju termicke de-
kompozicije materijala, sve do stabilnijih jedinjenja, najcesce oksida. Ovi procesi su prace-
ni promenom mase polaznog materijala u ovom slu¢aju kamena. Svako jedinjenje zagreva-
njem menja svoju strukturu, pri cemu dolazi do apsorpcije energije (endotermne promene)
ili oslobadanja (egzotermne promene).73

Termoanaliza je obicno skup razlicitih tehnika, odnosno skup koji omogudéava pra-
cenje razliCitih promena u uzorku.* Uredaji namenjeni ovoj vrsti analize mogu pratiti pro-
mene entalpije preko promene temperture uzorka (DTA) i promene mase (TG), a radi lakSe
identifikacije beleze i (DTG) krivu, koja predstavlja brzinu promene mase uzorka -
derivativnu termogravimetrijsku krivu. Svoju punu efikasnost DTA, TG i DTG imaju tek u
zajednickoj primeni.

Savremeni uredaji ove vrste na jednom mestu hartiji pisaca i - ili ekranu raCunara
belezZe sve tri krive, tako da se lako mogu uporediti i odrediti sastav traZzenog uzorka.

Postupak odredivanja ovom tehnikom zahteva vecu koliCinu uzorka. U zavisnosti
od instrumenta ta koli¢ina se krece od 10 do 60 mg. Ovako velika koli¢ina uzorka pred-
stavlja jedinu prepreku u primeni ove metode u dijagnostiCke svrhe.

Identifikacija dobijenih snimaka zasniva se na uporedivanju sa standardnim ili izra-
-~ Cunavanjem potrebnih vrednosti i uporedivanjem sa tabli¢nim vrednostima iz literature.
Ova tehnika omogucava veoma jednostavno prepoznavanje istih jedinjenja sa razliCitim
brojem molekula kristalne vode (dehidrovana i dihidratna forma mokracne kiseline, Ca-

oksalat-monohidrat i Ca-oksalat-dihidrat).

Polarizaciona mikroskopija zasniva se na Cinjenici da su kristalne supstance anizo-
tropne sredine. Opticka anizotropija ogleda se u razlicitoj brzini prostiranja svetlosti u raz-
li¢itim pravcima, prema tome i razlicitim indeksom prelamanja. U zavisnosti od indeksa
prelamanja kristalne supstance mogu se podeliti u tri grupe.

Kod izotropnih kristala svetlost se krece u svim pravcima podjednako. Za tu vrstu
je karakteristi¢na kubiCna struktura i speciticna slika, koju daje kristalna supstanca. Anizo-
tropni kristali imaju vise indeksa prelamanja, tako da se svetlost krece kroz njih razli¢itim
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brzinama. U zavisnosti od indeksa prelamanja kristali mogu biti jednoosni i dvoosni. Kod
ove vrste kristalnih sistema svetlost se u razliitim ravnima kristala krece razliCitom brzi-
nom. Kako kamenje mokracnog sistema ima osobine kristala, to se na osnovu ove osobina
moZe izvrSiti identifikacija i razlikovanje istih.

OgraniCavajuca okolnost primene ove metode je §to se uzorak za analizu mora
posebno i dugo pripremati, kako bi se posmatrao polarizacionim mikroskopom. Uzorak je
potrebno obraditi tako da ima malu debljinu, izuzetno glatku povrSinu 1 dobru prozirnost.
Takav uzorak se lepi na predmetno staklo pomocu kanada-balzama i na njega odozgo se
stavlja pokrovno staklo. Takode je vazno uzorak preseci u odgovarajucoj orijentaciji, kako
bi se dobili zadovoljavajuci rezultati.®*"?

Ova tehnika se pokazala kao vrlo pouzdana 1 precizna. Postupak rada je vrlo jedno-
stavan. Pripremljeni kamen postavi se na predmetni stoci¢ mikroskopa i jednostavnim pos-
matranjem se zapaZaju promene u vidnom polju. Stoci¢ mikroskopa se moZe rotirati tako
da se promene mogu posmatrati pod odredenim uglovima. Svaki kristal ima karakteristiCan
ugao, pri kom se vidno polje osvetljava ili ostaje tamno.”? Ova razlika je posledica indeksa
refrakcije kristala u pojedinim ravnima. Ova osobina takode moZe posluZiti i za detaljnu
identifikaciju uzoraka kamena mokracnog sistema.

Polarizacioni mikroskop se moZe jednostavno dobiti ako se na klasi¢ni laborato-
rijski mikroskop dodaju elementi potrebni za polarizaciju svetlosti (polarizator i1 analizator
Nikolove prizme, pokretni stoCic za uzorke i Bertranovo soCivo).

Ostale fizicke metode se samo spominju kao mogucnosti primene u analizi. Danas

-se intenzivno traga za metodama, koje bi dale pouzdane podatke o sastavu kamena, jo§ dok

se nalazi u organizmu Coveka.

2.4.3. ReSavanje problema u svetu i naSoj okolini

Urolitijaza ili bolest stvaranja kamena najceSca je bolest mokracnog sistema. U ne-
kim delovima sveta urolitijaza je veoma Cesta bolest, tako da ovo oboljenje uzima vid en-
demskog karaktera. Postoje litogene oblasti, kao i delovi sveta, gde je ta bolest izuzetno
retka. Prema nekim statistikama na prvom mestu po ucestalosti urolitijaze nalazi se Azija,
odmah zatim Evropa, posebno juzna i severna, i na kraju centralna Amerika i severni deo
Australije.6
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Spomenuti faktori koji uticu na stvaranje kamena mokracnog sistema samo delimi-
¢no mogu objasniti pojavu ove bolesti. Ako se posmatra uticaj klime, bilo bi za ocekivati
da ova bolest bude veoma Cesta u centralnoj Africi, predelima oko reke Amazon i naselje-
nim mestima na krajnjem severu. Medutim, istraZivanja su pokazala da se bolest izuzuetno
retko javlja na ovim mestima.

Veliki broj istraZivanja se odnosio na uticaj ishrane na pojavu ove bolesti. Rezultati
su pokazali da Eskimi krajnje retko oboljevaju od ove bolesti, iako im je hrana jednoliCna.
Ocekivalo se da u oblastima gde se konzumira velika koli¢ina mleka i mle¢nih proizvoda
Bude veliki procenat pojave bolesti. U Svajcarskoj i Holandiji stanovi§tvo konzumira mle-

ko i mle¢ne proizvode, bogate kalcijumom, ali broj obolelih je znatno veci u Holandiji.

U slucaju juzne Evrope, najveca uCestalost urolitijaze je na Balkanskom poluostrvu
i to posebno u Dalmaciji, Crnoj Gori i Makedoniji gde se kao litogeni faktori mogu
pomenuti lo$a ishrana i oskudica vode u letnjim mesecima. Za Vojvodinu i juzne delove
Madarske kao litogeni faktor literatura navodi preobilnu i nepravilnu ishranu.® Pored toga
za ovo podrucje je mnogo CeSce kamenje audi,” iz razloga obilne 1 nepravilne ishrane,

prvenstveno hranom koja sadrzi velike kolicine holesterola.

Posmatrajudci urolitijazu prema vrsti kamenja, koje se najceSce javlja u nekim obla-
stima sveta, istraiivanjaz'” su pokazala da se uratno kamenje ¢e§ce javlja na srednjem Istoku
i nekim delovima isto¢ne Evrope. Ishrana bogata cerealijama 1 pirinCem i siromasna me-
som navode se kao uzrok pojave ove vrste kamenja na bliskom i dalekom Istoku, a naj-
CeSca lokalizacija je u mokracnoj beSici.

Isto tako nedeno je da je ucestaliji struvit sa karbonat apatitom kod dece u Evropi
nego u severnoj Americi.”* Ova vrsta kamenja se javlja usled infekcije mokracnog sistema
i to u 53-75% dece ispod 5 godine starosti, dok se u Americi taj broj krece oko 24% dece

istog uzrasta.

U okviru multicentri¢nog px'()gx'ulnzl75'76 ispitivanja bubreZnog kamenja u Hrvatskoj
doslo se do p()dataka77 da je oksalatna litijaza veoma Cesta u tom delu Balkanskog polu-
ostrva i da se srece u 41,7% sluCajeva. Oksalatno kamenje je naje§ce u obliku kalcijum-
oksalata. Mali broj je sadrZao fosfate, a samo jedan je imao za primesu mokracnu kiselinu.
Drugo po javljanju bilo je fosfatno kamenje, Cija je zastupljenost bila 39,4 %. Glavni
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sastojak je bio fosfat (apatit ili struvit). Na treem mestu po javljanju nalazi se kamenje
sastavljeno od mokracne kiseline 18.5 %.

U jednom opseZnijem islruiivunju,m koje sc prvenstveno odnosilo na prilﬁorske
krajeve Hrvatske, poseban naglasak je dat na sastav kamenja. Sastav kamenja je odredivan
metodom difrakcije X-zraka i IC spektrometrije. Na ovaj nadin analiziran je 281 kamen
m()kraénog sistema 1 izvrena je njihova klasifikacija u osam grupa i to : oksalatno, fostat-
no, uratno, oksalatno-fostatno, oksalatno-uratno, oksalatno-fosfatno-uratno, fosfatno-urat-
no i ostalo. Rezultati su pokazali da se najveci broj kamenja prema sastavu svrstava u oksa-
latno-fosfatnu grupu 50,5 %, zatim u grupu Cistog oksalata (monohidratna i dihidratna for-
ma) 22,4 % i fosfatnu grupu u kojoj je najcesca kombinacija bila apatit-struvit 5,7 %.
Uratna grupa sastojala se iz smeSa dehidrovane i dihidratne forme mokracne kiseline i
uocena je u 8,2% slucajeva. Cisto fosfatno kamenje je dokazano u 8,5 % kamenja. Veoma
mali procenat kamenja je dvo i viSekomponentno. Taj broj se krece od 2,5 % do 4,6 %.

Neznatan broj se sastojao od cistina, svega 0,71 %.

U Vojvodini islruiivunjzlz'5 su vrSena u Novom Sadu u saradnji Instituta za fiziku i
Klinike za urologiju. Na osnovu 12-godisnjih rezultata’ analize kamena uoCene su neke za-
visnosti u vezi sa pojavom i vrstom kamenja na ovim prostorima. Klinika za urologiju je
jedina ustanova ove vrste u Vojvodini, gde se visi ekstrakcija kamena, tako da materijal
dobijen na klinici predstavlja tipiCan uzorak za ove krajeve. U toku istraiivzmja5 anali-

zirano je 1186 kamencica metodom difrakcije X-zraka. Rezultati su pokazali sledece: oksa-

- latno kamenje sacinjava 55,73% uzoraka, gde su ubrojani i kombinovani sa fosfatom i urat-

om. Kamenje sa fosfatom, kao glavnom komonentom nalazilo se u 33,89% uzoraka. U
ovoj grupi su se nalazili kalcijum-fosfat (11,95%) i magnezijum-fosfat (12,39%). Kod fos-
fatnog kamenja pronadeno je i 9.53% slucajeva sa meSovitim fostatom kalcijuma i mag-
nezijuma. Kamenje organskog porekla uratno, cistinsko 1 ksantinsko je sacinjavalo grupu
od 6,67%. 1z ove grupe najvise je bilo urata 5,06%, zatim cistina 1,44% 1 naymanje ksan-
tina 0,17% sluCajeva.

U ranijim radovima™ iz ove oblasti dat je naglasak na strukturu stanovniStva, loka-
lizaciju 1 vrstu kamena. Na osnovu tih rezultata vidi se da je dve trecine obolelih rodeno u
ovim krajevima, a samo jedna tredina je iz ostalih krajeva. Lokaliacija kamena je najCesca
upravo u bubregu 54%, u uretri 18% 1 u mokracnoj beSici 20%. Analiza mokracnog
kamena je vrSena metodom difrakcije X-zraka, a ispitano je 153 uzorka kamena. Od tog
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broja najveci je procenat fosfata 32,68%, zatim kalcijum-oksalata 31,37% i kombinovane
litijaze oksalat-fosfat 26,14%. Veoma je mali broj organskog kamenja. Urata je pronadeno

u 5,88%, a cistina u 3,92% slucajeva.

U literaturi danas se najceSce navodi da se ispitivanje kamena mokracnog sistema
vr8i metodama IC spektrometrije i difrakcije X-zraka. Ove dve tehnike su postale standard-
ne, rutinske tehnike istraZivanja, ali nisu jo§ u potpunosti zamenile hemijske metode. Sve
ostale tehnike se uporeduju sa njima. 1C spektrometrija i difrakcija X-zraka imaju svojih
nedostataka, ali njihovim kombinovanjem se vecina moze izbeci.”” Najbolji primer je de-
tekcija karbonata u kamenju od struvita, posebno kada se nalazi u tragu. U IC spektru, pik
amonijum-jona iz struvita se moze preklapati sa pikom karbonata, pri talasnom broju 1420
- 1435 cm’’, te se moZe naciniti greSka u potpunom odredivanju sastava kamena.
Primenom Ramanove spektroskopije moze se dokazati prisustvo karbonata u uzorku kame-
na. Na ovaj nacin’’ ispitano je 40 kamenja mokracnog sistema od kojih je prema IC spek-
tru 30 sastavljeno iz struvita i meSanog struvit-kalcijum-oksalata. Kada su isti uzorci pod-
vrgnuti ramanskoj spektroskopiji, nadeno je da 12 uzoraka ima sastav struvita, a ostalih 18
pokazuju spektar apatita. Difrakcijom X-zraCenja pokazano je da 25 uzoraka ima sastav
struvita, 3 su imala sastav hidroksi-apatita, dok su 2 ostala neidentifikovana. Ramanovi
spektri su se 1 istoj meri pokazali pogodni za identifikaciju ostalih komponenti kamenja
kao 1 IC spektroskopija i difrakcija X-zracenja. Karbonat je pronaden u jednom uzorku ka-

mena sastavljenog iz struvita. Na osnovu ovoga izveden je zakljucak, da se karbonati nala-

- ze kao minorne komponente mokracnog kamena.

Danas se razvijaju tehnike istraZivanja kamenja in vivo. Upotrebom X-zracenja ma-
lih talasnih duZina mogucde je razlikovati kamenje po sastavu in vitro. Ova tehnika se moZe
modifikovati za upotrebu in vivo. Na ovaj nacin ispitano je 45 uzoraka kamena, i ovi preli-
minarni rezultati pokazuju da oksalati imaju karakteristiCne spektre, te da se na taj nacin

. 80
mogu prepoznati kao komponente kamena.

Nadalje, veliki broj radova iz ove oblasti posvecen je izuCavanju nastanka kamena u
Zivom organizmu, njegovom rastu i naCinima spontanog izbacivanja. U velikim istraZi-
vackim centrima vrSe se istraZivanja na oglednim Zivotinjama, za koje je dokazano da u
sluCaju veStacke ishrane mogu stvoriti kamen u mokracnom sistemu. IstraZivanja se vrie na

45



pacovima,]x kod kojih se nepravilnom ishranom i podeSavanjem pH vrednosti mokrade iza-
ziva pojava kamena u mokracnom sistemu. Pretpostavka je da otkrivanjem nacina na koji
nastaje kamen u ovih Zivotinja, moZe se jednostavno primeniti i na Coveka.

Ispitavanja ostalih vrsta litijaze se vrsi na psima dalmatincima i buldozima, koji e-
sto oboljevaju od cistinske i uratne urolitijuzc.x"82 Cesto se izuCavanje kamena od struvita
vrsi na mackama, kod kojih se kamen stvara nakon hirurike intervencije odstranjivanja jaj-
nika® ili rigoroznih dijeta.”

Sva ova istraZivanja imaju za cilj da se §to bolje prouci etiologija ove bolesti i faze
nastanka kamena, kako bi se u skoroj buducnosti mogao jednostavnim i neinvazivnim me-

todama eliminisati iz organizma .
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3. EKPERIMENTALNI DEO
3.1. Ispitivani uzorci, hemikalije i rastvori

Analiza je obuhvatila 16 uzoraka kamena iz mokraénog sistema i to 6 dobijenih
operativno, a 10 posle ESWL terapije. Jedan uzorak kamena mokracnog sistema je stigao
uredno upakovan iz Waverly drzava Ohio USA. Zbog male kolic¢ine uzorka opredelili smo
se za mikrohemijsku analizu i analizu difrakcijom X-zraka. Jedan uzorak je bio kamen iz
Zuci, dobijen operativno. Svi uzorci su pre ispitivanja dobili odgovarajuce Sifre, da bi se iz-
begla indiskrecija pacijenata.

Uzorci su susSeni na vazduhu i u potpunosti homogenizovani u porcelanskom avanu
do mikrokristalnog praha, te Cuvani u hemijski Cistim posudama na suvom mestu.

Sve koriScene hemikalije bile su reda Cistoce “pro analysi”. Za pripremu svih rast-

vora upotrebljena je demineralizovana voda.

U toku kvalitativne hemijske analize kamenja mokracnoy sistema koriséeni su
sledeci rastvori:

- 0,1 mol dm” rastvor sumporne kiseline, koji je pripremljen odmeravanjem pot-
rebne zapremine 97 % H,SO, (Z()I‘kal—éz‘l;;nc);

- 0,25 mmol dm” rastvor kaljjum-permanganata pripremljen rastvaranjem potrebne
mase Cvrste supstance (Kemika-Zagreb) u vodi;

- 10 % rastvor amonijum-molibdata (NH;),M0;0,, x 4H,0, pripremljen rastvara-
njem 10 g supstance (Merck-Alkaloid);

- 20 % rastvor NaOH, pripremljen rastvaranjem potrebne koliCine granula natrijum-
hidroksida (Zorka) u vodi,

- 50 % rastvor etanola (C,H;OH), pripremljen odmeravanjem potrebne zapremine
96 % rastvora etanola (Alfapanon- Novi Sad);

- 0,1 % rastvor titan-zutog (C,eH,yNsNa,O4Sy), pripremljen rastvaranjem c¢vrstog
indikatora ( Kemika-Zagreb);

- 2 % rastvor amonijum-oksalata, pripremljen rastvaranjem potrebne kolicine Cvrste

supstance u vodi (Merck-Alkaloid):
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- Nessler-ov reagens je pripremljen na uobicajeni nacin, meSanjem istih zapremina

rastvora A i B; Rastvor A se priprema odmeravanjem 5 g HgCl, (Eurohemija-Beograd) i
. . . 3

3,56 g KI (Kemika-Zagreb) i rastvaranjem u odmernom sudu od 100 cm”. Rastvor B pred-

stavlja rastvor KOH koncentracije 3 mol dm™.

Prilikom kvalitativne analize Zucnog kamena koristeni su slededi rastvori:

- 1 mol dm™ rastvor hlorovodonicne kiseline pripremljen odmeravanjem potrebne
zapremine 37 % HCI (Zorka-Sabac);

- 0,48 mol dm” rastvor barijum-hlorida se priprema odmeravanjem potrebne mase
osuSenog BaCl, ( Pliva-Zagreb);

- Zasiceni rastvor amonijum-sulfata se priprema dodavanjem 9 g (NH,),SO, (Zor-
ku-Sabuc) u 100 cm® vode;

- 0,35 mol dm™ rastvor dinatrijum-hidrogen-fostata (Na,HPO, x2H,0) pripremljen
rastvaranjem potrebne koliCine Cvrste supstance (Merck-Alkaloid).

Za ekstrakciju komponenti Zu¢nog kamena upotrebljeni su etar (Beolab-Beograd),
etanol 96 % (Alfapanon), hloroform (Zorka-Sabac). Takode su kori¥ceni i anhidrid sircetne
kiseline (Zorka-Sabac), 97 % sumporna kiselina (ZorkaPharma) 1 metanol (Alfapanon-
Novi Sad).

Diazo reagens se priprema na sledeci nacin:

Rastvor A se sastoji od 0,5 g sulfanilne kiseline, koja se rastvori u oko 50 cm’® vode
u koju se predhodno doda 1,5 cm® 37% HCI (Zorka-Sabac), smesu blago zagrejati do 50-60
C°. Nakon potpunog rastvaranja smesa se ohladi i dopuni do 100 cm’ vodom. Rastvor B se
priprema rastvaranjem 0,5 g natrijum-nitrita (Kemika-Zagreb) u 100 cm’ vode. Radni rast-

vor diazo reagensa se priprema meSanjem 40 delova rastvora A i | dela rastvora B.

U kvantitativnoj analizi mokracnog kamena se koriste sledeci rastvori:

- 7 % rastvor natrijum-bisulfita, pripremljen rastvaranjem potrebne koliCine suve
supstance ( Kemika-Zagreb);

- 2 % rastvor hidrohinona, pripremljen rastvaranjem suve supstance (Kemika-Zag-
reb) u vodi uz dodatak 0,2 cm® 97 % H,SOy;

- 5 % rastvor molibden-sumporne kiseline, pripremljen rastvaranjem potrebne koli-

v .. . . -3 . . .
¢ine amonijum-molibdata (Merck-Alkaloid), u 0,5 mol dm™ rastvoru sumporne kiseline;
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- Karbonat-sulfitni rastvor, pripremljen rastvaranjem 53,4 g bezvodnog natrijum-
karbonata (Merck-Alkaloid) i 20 g bezvodnog natrijum-sulfata (Zorka-Sabac) u 1000 cm’
vode;

- Rastvor eriohrom-crnog T (Cy,H,3N;0,S), pripremljen rastvaranjem 0,1 g &vrste
supstance (Merck) u 10 cm’ pufera (pH =10) i dopuni vodom do 100 cm3;

- 14% rastvor bezvodnog natrijum-karbonata (Merck-Alkaloid), pripremljen rastva-
ranjem potrebne koliCine ¢vrste supstance, (rastvor se Cuva u polietilenskoj boci na hlad-
nom mestu.);

- Folin-Wu-ov reagens, pripremljen na sledeci naCin: odmeri se 10 g &vrstog
Na,WO,x 2H,0 (Chemapol-Cehoslovacka) i rastvori u oko 80 cm® vode. U tu smesu se
doda 8 cm® 85% rastvora ortofosforne kiseline H;PO, (Zorka). SmeSa se dobro promesa i
dva sata drZi na temperaturi kljuCanja uz povratno hladenje (refluks). Kada se ohladi na
sobnoj temperaturi dopuni se do 250 cm’ vodom i doda 8 g cvrstog Li,SO4 x H,O (Kemi-
ka-Zagreb). Nakon potpunog rastvaranja, odmerni sud se dobro zatvori i Cuva na tempera-
turi od +4 C°. Reagens je stabilan viSe meseci;

- Za pripremu amonijacnog pufera pH= 10 rastvori se 7 g amonijum-hlorida (Lab-
hroma-Skopje) u 54 em’® 25 % rastvora amonijaka i razblaZi vodom. Da bi se maskirao kal-
cijum, doda se 0,02 g etilen-bis-(oksi-etilen-nitrilo)-tetra siréetna kiselina (EGTA,
C4H4N,0,) (Riedel del Haiin);

- 0,25 mmol dm” rastvor natrijum-hidroksida se priprema rastvaranjem potrebne
koli¢ine granula (ZorkaPharma). U ovaj rastvor se dodaje 7,2 g &vrstog 8-hidroksi-hinolina
~ (CoH;NO) (Merck), kako bi se maskirao Mg2+ jon, koji ometa reakciju odredivanja kal-
cijuma, metodom kompleksometrijske titracije;

- 1 mmol dm” rastvor etilen-tetraamino-siréetne kiseline (EDTA) se priprema rast-
varanjem ta¢no odmerene 0,3722 g dinatrijumove soli EDTA (C,(H,¢N,O4Na,) (Fluka che-
micals) u odmernom sudu od 1000 cm’. Za titraciju kalcijuma se koristi 0,1 mmol dm”
rastvora EDTA, koji se priprema razblaZivanjem u odnosu 1:10 rastvora koncentracije
1 mmol dm;

- Indikatorski sistem se priprema na sledeci naCin: rastvor kalceina se priprema rast-
varanjem 2 g kalceina (C;,H3cN,0,3) (Merck) u 100 em® 0,25 mol dm” rastvora NaOH.
Rastvor timolftaleina (C,4H;,04) priprema se rastvaranjem 0,1 g ¢vrstog indikatora (Carlo

.. 3 .
Erba- Italija) u 62 em’ etanola u odmernom sudu od 100 ¢m’. Nakon rastvaranja sud se

49



dopuni vodom do crte. Indikatorski sistem se dobija me$anjem 0,2 e’ rastvora kalceina u
19,8 cm’ 0,25 mol dm™ NaOH i 1 cm® rastvora timolftaleina;

-2 mol dm™ i 15 mol dm™ rastvori H,S0, pripremaju se odmeravanjem potrebnih
zapremina 97 % H,SO, u pogodne odmerne sudove;

- I % rastvor hromotropne kiseline (C,,H¢Na,0,4S,x 2H,0) pripremljen rastva-
ranjem potrebne mase Cvrste supstance (Merck);

- Elektrolitski cink ( British Drug Houses ) u vidu folije se iseCe na komade pri-
bliZzno povrsine | cm’. Pre upotrbe se aktivira u podesnoj kolicini 10 mol dm” rastvora

HNO;. Postupak se izvodi u digestoru!

- 10 mol dim” azotne Kiseline priprema se odmeravanjem potrebne zapremine kon-
centrovane HNO; (Zorka);

- Za odredivanje amonijum-jona priprema se rastvor A i rastvor B.Fenol-nitroprusid
reagens (rastvor A) priprema se odmeravanjem 10 g bezbojnog fenola (Beolab-Beograd) i
0,05 g natrijum-nitroprusida (Na,Fe(CN);NOx2H,0) (Merck-Alkaloid). Odmerene mase
se rastvaraju u oko 500 cm’ vode, nakon Cega se razblazi do 1000 cm’® vodom.

- Alkalni hipohlorit (rastvor B) priprema se rastvaranjem 5 g NaOH u 500 cm’ vo-
de. Nakon hladenja rastvoru se doda 57,6 cm’ natrijum-hipohlorita (Sani-Bell, Novo Milo-
Sevo, tehnicki rastvor sa garantovanih 3 g natrijum-hipohlorita), promesa i nakon rastvara-
nja razblazi do 1000 cm’ vodom;

- Enzim ureaza priprema se rastvaranjem 25 mg ureaze (Reahem) otopi u 50 cm’
EDTA - pufera (pH= 6,5). Ovako dobijen rastvor ureaze sadrzi 60 - 110 U ureaze. EDTA -
- pufer se priprema rastvaranjem 10 g EDTA u oko 800 cm’. Nakon podeSavanja pH vred-
nosti rastvora pomocu 30 % NaOH sud se dopuniti do 1000 cm’ vodomy;

_ - 55,53 mmol dm” standardni rastvor oksalata se priprema taCnim odmeravanjem
0,10269 g soli K,C,0, x H,0 (Merck) u odmernom sudu od 100 em’;

- Za standardne rastvore magnezijuma i kalcijuma, odnosno fosfata u toku rada
koriSteni su komercijalni proizvodi (Yugomedica dijagnostika - Kragujevac). Koncentra-
cije su bile 2,00 mmol dm?, 2,50 mmol dm™ i 1,94 mmol dm™ za magnezijum, kalcijum i
fosfat respektivno.

Za standardni rastvor mokracne kiseline (CsH4N,O;) koriSten je komercijalni stan-
dard firme (Yugomedica dijagnostika - Kragujevac) sa koncentracijom mokracne kiseline

od 476 punol dm”.



Standardni rastvor uree 5 mmol dm™ priprema se odmeravanjem 30 mg uree
(CH,N,0) (Zorka-Sabac) i rastvaranjem u 100 cm’ 97% rastvora etanola (Alfapanon).

U toku kvantitativne analize sastava Zucnog kamena koriSten je komercijalni set
(Menarini diagnostics - Italija) za odredivanje holesterola. U okviru tog seta nalazi se i
standardni rastvor u koncentraciji od 5,17 mmol dm’ holesterola.

Za pripremu tableta uzoraka koristen je KBr (Kemika-Zagreb).

Prilikom snimanja difrakcije X-zraka male koli¢ine uzoraka lepljene su pomocu

vakuum masti (Kemika-Zagreb).

3.2. KoriSc¢ena oprema i pribor

Uzorci su mereni na mikroanalitickoj vagi Sartorius tip 2405.

Prilikom izvodenja mikrohemijske kvalitativne analize koriSc¢ene su staklene pred-
metne ploCice i mikroskop sa bo¢nim osvetljenjem Carl Zeiss.

Infracrveni spektri su snimani na insturmentu firme Perkin-Elmer tip 475.

Za difrakciju X-zraka koriSten je difraktometar holandske firme Philips Electronic
Instruments. Ovaj difraktometar je ima mogucnost upotrebe razliCitih tehnika snimanja i
detekcije reflektovanog zracenja.

Za spektrofotometrijsko odredivanje koncentracija komponenti kamena u kvantita-
tivnoj hemijskoj analizi koriSten je spektrofotometar engleske firme Jenway tip 6100. Ap-
- sorbancija rastvora je merena u kvarcnoj kiveti zapremine 3,5 cm’, dok je duZina optic-
kog puta bila 10 mm.

Kalibracione krive su radene istovremeno kad i uzorci, a dobijeni podaci obradivani

su na racunaru koriScenjem programa Quattro Pro for Windows .
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3.3. Kvalitativna analiza

Svaki uzorak kamena mokracnog sistema je rastvoren u 0,03 mol dm™ rastvoru
hlorovodonicne kiseline tacno odredene zapremine (10 cm’). Dobijeni rastvor je koriSten
za kvalitativnu i kvantitativnu hemijsku analizu kamena.

» Za kvalitativnu, odnosno kvantitativiu analizu kamena iz Zuci napravljen je rastvor
kamena u hloroformu.

U kvalitativnoj analizi su kori§cene hemijske reakcije visoke osetljivosti. Kvalita-

tivna analiza je izvodena na predmetnim ploCicama u vidu spot test reakcija.
3.3.1. Mikrohemijska analiza

3.3.1.1. Postupak

Karbonati se dokazuju reakcijom istiskivanja slabe kiseline iz njene soli dejstvom
jace. Karbonati se dokazuju, ve¢ pri rastvaranju uzoraka u hlorovodoni¢noj kiselini po-
javom mehurica gasa CO,. Reakcija se ponavlja na predmetnoj plo€ici, tako $to se uzme
malo praha kamena i u njegovoj blizini stavi se kap hlorovodoni¢ne kiseline. U vidnom po-
lju mikroskopa oucava se burna reakcija uz obilno izdvajanje mehurica CO, na dodirnoj

povrsini uzorka 1 kiseline.

Oksalati se dokazuju reakcijom sa permanganatom u kiseloj sredini. Reakcionu
smeSu potrebno je blago zagrejati, pri Cemu nastaje Mn?*, koji ce katalizovati ovu reakciju.
Sam postupak dokazivanja je sledeci: uzme se jedna kap rastvora analize na predmetno sta-
klo, doda kap KMnQ, i kap sumporne kiseline. PloCica se blago zagreje na toploj podlozi i

posmatra obezbojavanje permanganata, §to je dokaz za prisustvo oksalatnog anjona.

Fosfati se dokazuju u reakciji sa molibdenovom kiselinom, pri ¢emu nastaje kom-
pleksno jedinjenje Zute boje - amonijum-fosformolibdat-heksahidrat. Reakcija je osetljiva,
te se ista koristi i u kvantitativnoj analizi kamena. Na kap rastvora analize doda se kap 10%

rastvora amonijum- molibdata i kap koncentrovane HNO,;. Dodavanjem molibdata u viSku
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1 uz blago zagrevanje do 40 °C, taloZi se Zut kristalni talog. U vidnom polju mikroskopa

vide se Zuti igliCasti kristali nastalog amonijum-fosformolibdata.

Kvalitativna reakcija na magnezijum se izvodi sa titan-Zutim. Ovaj indikator se veZe
za magnezijum u alkalnoj sredini. Na predmetnu ploCicu stavi se kap analize i upari do
suva koriScenjem grejne povrsine. Suvi ostatak se rastvori sa jednom kapi 20 % NaOH.
Nakon rastvaranja se dodaje kap 0,1 % rastvora titan-Zutog. Zuta boja rastvora menja se u

crvenu kada je prisutan magnezijum.

Dokazivanje kalcijuma visi se u alkalnoj sredini taloZenjem sa amonijum-oksala-
tom. Kap analize se stavi na ploCicu i upari do suva. Ostatak se rastvori u jednoj kapi 20 %
NaOH. Na tako dobijenu smeSu doda se kap 2 % rastvora amonijum-oksalata. Kada je
prisutan kalcijum, nastaje beo talog kalcijum-oksalata. U vidnom polju mikroskopa vide se
bele plocice nastalog jedinjenja. Ukoliko se radi iz jako razblaZenih rastvora pod mikrosko-

pom se mogu videti kristali kalcijum oksalata u obliku koverte.

Amonijum-jon se dokazuje Nessler-ovim reagensom. Kap analize se upari na plocici
skoro do suva. Na ostatak se doda jedna kap 20 % NaOH i kap Nessler-ovog reagensa. Po-

java Zuto-smede boje je dokaz za amonijum jona.

Mokrucna kiselina se dokazuje mureksidnom reakcijom. Kap rastvora se upari do
“suva. Ostatak se rastvori koncentrovanom HNO; i ponovo upari skoro do suva. Na tako do-
bijenu smeSu doda se kap koncentrovanog NH,OH. Pojava crvenkaste boje dokaz je za po-

stojanje mokracne kiseline u uzorku kamena.

Kvalitativna reakcija na ksantin je ista kao i za dokazivanje mokracne kiseline, sa-
« .. . -3 . . .
mo $to se umesto amonijaka dodaje kap 0,6 mol dm™ NaOH. Pojava crvene boje ukazuje

na prisustvo ksantina u uzorku kamena.

Dokazna reakcija za cistin se zasniva na dokazivanju sumpora u aminokiselinama.
Sumpor u cistinu ili cisteinu u alkalnom rastvoru sa olovom gradi teSko rastvorni sulfid,

koji se taloZi. Uzme se kap rastvora analize i upari do suva. Suvi ostatak rastvoriti u 20 %
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3.3.1.2. Rezultati

Kao sto se vidi iz tablice 3 na dokazane su razlicite vrste uzoraka. U najveéem bro-
ju uzoraka je dokazan kalcijum, oksalat i fosfat, magnezijum, amonijum-jon u ne§to ma-
njem broju, a samo u tri uzorka je dokazano prisustvo mokracne kiseline. Kada se iz dobi-
jenih podataka rekonstruiSu jedinjenja, koja bi sacinjavala uzorke, vidi se da je kamenje od
oksalata u najvecem broju i to u 62,5% uzoraka, zatim fosfati najcesce tipa struvita 25%.
Najmanje je zastupljena mokracna kiselina i to u 18,75%. Na osnovu intenziteta boje
dokazne reakcije mogli smo da procenimo i koli¢inu prisutne komponente kamenja.

Uzorci su ispitivani jedan za drugim. Rezultati su prikazani u tablici 3.

Tablica 3. Rezultati kvalitativne analize kamenja.

Uzorci Ca” Mg” C,0,° NH, urat CO,;” PO,” HOL» BIL®

MLH 8 +" - + - - -
BOS 12 - + - - -
BIF 2 + - + - +
KIM 5
SZD 4
MIM 13
BBM 7
NNM 14
DED 3
BNM 1
MRN 11
BPD 10
LMN 15
MSD 6
TFG 9
ABB 16 .............................................................
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+ +
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LC 1 + - - - ) - ; +

Napomena:

D Svaka pozitivna reakcija je oznaCena znakom + , negativna znakom -.
» HOL je skracenica za holesterol

? BIL je skracenica za bilirubin

Ako se posmatra Cistoda jedinjenja kamena, uoCava se da su najcistiji oksalatni
uzorci kamena u 31,25% slucajeva. Ostalo oksalatno kamenje je najes$ce imalo primesu

fosfata, a u vrlo malom broju kao primesa se javio karbonat.




Fosfatno kamenja tipa struvita nijc dokazano kao Cisto, najécica primesa je bila
tipa kalcijum-fosfata. a u dva slucaja je dokazano prisustvo karbonata. U jednom uzorku
kao primesa sc¢ pojavila mokracna kisclina.

Kvalitativnom analizom kamena iz Zuci dokazano je prisustvo holesterola, kalci-

juma i vrlo male kolic¢ine bilirubina.

3.3.2. Infracrvena spektrometrijska analiza
3.3.2.1. Postupak

Kvalitativna IC spcktrometrijska analiza vrSena je tehnikom za ¢vrste uzorke pri-
premanjem KBr tablete. Za pripremu KBr tableta uzima se oko 1 mg uzorka i me$a sa oko
10 mg KBr za IC spcktroskopiju. Kada s¢ smesa u avanu dobro homogenizuje, pomodu
hidrauliCne prese nacince se tablete. Kada se tablete pomocu nosaca postave na predvideno
mesto spektrofotometra. moze sc poceti sa snimanjem spektara.

Kako su na analizu u veéini sluc¢ajeva dobiveni samo fragmenti kamena, odredivan
je srednji sastav uzoraka kamenja. jer nije bilo mogucénosti za analizu pojcdinih delova.

Pre samog pocetka snimanja potrebno je podesiti osetljivost instrumenta. Takode
s¢ odredi 1 interval talasnih duZina ili talasni broj za koji s¢ Zeli snimiti infracrveni spektar.
U ovom radu sniman je spektar u intervalu 2,5-50 nm ili 4000-200 cm™. Snimanje traje 20 -

30 minuta za svaki uzorak.
3.3.2.2. Rezultati

Identifikacija je vrSena uporedivanjem sa standardnim spektrima uzoraka iz litera-
ture.*” Sastav kamena je naveden prema redosledu intenziteta linija u IC spektru. Dobijeni
spektri su prikazani slikama (20-28), u Prilogu rada, dok su rczultati obuhvacdeni u tablici 4.

A Kvalitativnom IC spcktrometrijskom analizom dobijeni su rezultati koji mogu
posluZiti za odredivanje i vrste jedinjenja. Na osnovu intenziteta karakteristi¢nih linija u I1C
spektru razlikovali smo glavnu komponentu (visok intenzitet linije) i tragove nekih jedinje-
nja (linija u spektru malog ili vrlo malog intenziteta).

Na osnovu dobijenih rezultata vidi se da je oksalat prisutan u 73,33% uzoraka, fos-

fati u26,67%, a samo jedan uzorak je pokazivao karaktcristi¢ni spektar mokracne Kiseline.
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Rezultati IC spektrometrije su pokazali da se oksalatno kamenje najéeice javlja sa
vrlo malim, tragovnim koli¢inama fosfata (u IC spektru malog intenziteta). Samo je jedan
oksalatni uzorak bio u Cistom stanju. U jednom uzorku postojala je traka slabog intenziteta
koja se moZe pripisati prisutnom karbonatu pri talasnom broju 1420 em” i 874 em™.

Ako se posmatraju jedinjenja koja saCinjavaju kamenje, tada se oucava da je dihi-
dratna forma kalcijum-oksalata (vedelit) Ce$c¢a 1 ima intenzivnije trake u IC spektru od mo-
nohidratne forme (vevelit). Razlikovanje ova dva jedinjenja sa razliitim brojem kristalnih
molekula voda uocava se pri talasnom broju 3500-3050 em’. U ovoj oblasti spektralne
linjje vedelita su ravne i nepodeljene za razliku od vevelita, gde se javljaja pet karakte-

risti¢nih, pojedinacnih pikova.

Tablica 4. Rezultati analize kamenja IC spektrometrijom

Uzorak Redosled dokazanih jedinjenja prema intenzitetu
linija linija IC spektra
MLH 8 vedelit vevelitit hidroksi apatit
BOS 12 vevelit vedelit —
BIF 2 struvit njuberit ved/vev/dah
KIM 5 mok.kiselina  mok.kis.dihid. apatit
SZD 4 vedelit vevelit brusit
MIM 13 vevelit vedelit hidroksi apatit
BBM 7 struvit njuberit apatit
NNM 14 vedelit vevelit apatit
DED 3 vev/ved apatit mok. kiselina
BNM 1 struvit apatit mok. kiselina
MRN 11 vevelit vedelit apatit
BPD 10 vevelit . vedelit brusit
LMN 15 struvit hidroksi apatit dahlit
MSD 6 vevelit vedelit karbonatapatit
TFG 9 vevelit vedelit mok. kiselina
TFG 9 vevelit vedelit mok. kiselina
LC 1 holesterol — —

Fosfatno kamenje se javlja ¢isto sa raznim kombinacijama fosfatnih jedinjenja. Fos-
fatna jedinjenja su najzastupljenija formom struvita, pri Cemu su jako izraZene trake amo-
nijum-jona pri talasnom broju 1470 cm™. U velikom broju uzoraka pored struvita dokazano
je prisustvo njuberita, monohidratne forme magnezijum-amonijum-fosfata sa karakteris-

ticnom linijom pri talasnom broju 1075 1 1042 em’
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Fostati tipa brusita i apatita obicno imaju trake malog intenziteta u IC spektru, pa se
mogu smatrati kao Cest pratilac ili tragovna komponenta oksalatnog i struvitnog kamenja.
U tri oksalatna i jednom fosfatnom uzorku pronasli smo slabo intenzivnu traku apsorpcije,

. o . . . PR I -1
koja se mozZe pripisati mokracnoj kiselini (1670 ¢cm™).

Identifikacijom IC spektra Zu¢nog kamena dokazano je jedino prisustvo holesterola

sa izrazito intenzivnom trakom pri talasnom broju 2930-2830 cm™' i 1465-1365 cm’.

3.3.3. Analiza difrakcijom X-zraka
3.3.3.1. Postupak

Prilikom ispitivanja kamena mokracnog sistema na rendgen-difraktometru koriscen
je mikrokristalni prah uzoraka. U sluCaju male koliCine uzoraka tehnika je modifikovana sa
predmetnom plocicom i tankim slojem vakuum masti.

Mikrokristalni prah se nanese na specijalnu podlogu, koja ima udubljenje dimenzija
20 x 10 mm na sredini. U taj prostor se nanese potrebna koli¢ina praha i presovanjem
dovodi do stanja potrebne mehanicke Cvrstoce. Prilikom prepariranja uzorka potrebno je
voditi racuna da povrSina uzorka bude glatka, da bi se obezbedila ista debljina sloja uzorka.
Za ovakav nacin pripreme uzorka za snimanje potrebno je 10 - 20 mg praha kamena.

Ako se na analizu dobije manja koliCina, kao u naSem slucaju kao nosa¢ se moZe
koristiti i lepljiva traka ili predimetno staklo mikroskopa na koje se nanese tanak sloj
vakuum masti. U ovom slucaju je, takode, potrebno voditi raCuna o veliCini povrine uzor-
ka, jer upadni zrak promenom ugla @ menja donekle i svoj pravac. I u ovom slucaju je pot-
rebno preparirati povrsinu uzorka da bi se dobila homogenost cele povrSine.

Pre snimanja difrakcije X-zraCenja potrebno je podesiti radne uslove difraktometra.
Nakon ukljucenja instrumenta potrebno je podesiti radni napon rendgenske cevi i struju
zagrevanja katode. Detekcija difraktovanog zraka je obezbedena scintilacionom kamerom
koja zraCenje konvertuje u elektri¢ni signal. Intenzitet signala se pojacava u elektronskom
delu instrumenta. Signal se beleZi na hartiji na kojoj je ranije nanesena odgovarajuca
uglovna podela. Kako je vazno dobiti jasne snimke, koji se mogu uporediti sa standardnim
difraktogramima, potrebno je podesiti osetljivost instrumenta i brzinu kretanja hartije u
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pisacu. Snimanje difraktovanog X-zracenja vrsi se u intervalu uglova 2 6, koji se krece od
9° do 50°. Za snimanje difraktograma uzorka za ove uglove potrebno je 45 minuta.

Radni parametri difraktometra:

Napon na rendgen cevi: 30 kV

Struja zagrevanja katode: 30 mA

Brzina skaniranja: 1°/ min

Osetljivost: 2x 107 imp/ min

Brzina hartije pisaca: 5 mm/ min

3.3.3.2. Rezultati

Nakon identifikacije dobijenih snimaka, koji se nalaze u Prilogu rada (slike 29-34),

odredene su komponente prema intenzitetu linija spektra. Rezultati su prikazani u tablici 5.

Tablica 5. Rezultati difrakcije X-zraka mokraénog kamena i kamena iz Zudi:

Uzorak Redosled dokazanih jedinjenja u odnosu na
intenzitet linija na difraktogramu

MLH 8 vedelit vevelit -
BOS 12 vevelit vedelit -
BIF 2 struvit - karbonat
KIM 5 mokracna kiselina ~ mokracna kiselina fosfati
i dihidrat

SZD 4 vevelit vedelit brusit
MIM 13 apatit hidroksiapatit -
BBM 7 struvit njuberit fosfati
NNM 14 apatit brusit vev/ved
DED 3 apatit hidroksiapatit -
BNM 1 struvit amonijum-urat apatit
MRN 11 vevelit ' vedelit -
BPD 10 vevelit vedelit -
LMN 15 struvit njuberit dahlit
MSD 6 vevelit vedelit apatit
TFG 9 vevelit vedelit -
ABB 16 mokracna kiselina - -
LC1 holesterol - -
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Iz rezultata datih u tablici 5. uoéa\;a se da se u vecini uzoraka 53,33% javlja oksalat,
fosfat u 37,5% i samo 18,75% kamenja od mokracne kiseline.

Rezultati difrakcije X-zraenja pruZaju mogucnost identifikacije pojedinih jedinje-
nja. Prema intenzitetu karakteristi¢nih pikova pojedinih jedinjenja moZe se proceniti koji je
sadrZzaj komponenti u uzorku..

Fosfatno kamenje je identitfikovano najCesce sa karakteristicnim pikom koji pripada
struvitu na uglu difrakcije od 10,4° ili za d= 0,4257 nm. Takode u identifikaciji struvitnog
kamena od koristi pri razlikovanju posluZio je dublet linija pri uglu 7,7° i 8,2° ili d= 0,5601
nm1d=0,5378 nm.

Komponente kamena sa malim sadrZajem najCe$ce su bile tipa apatita. U jednom
fosfatnom uzorku dokazane su niske koli¢ine oksalata na osnovu karakteristicnog pika pri
uglu 16°, odnosno za d= 0,2795 nm.

Od organskih komponenti samo je u tri uzorka dokazana mokracna kiselina sa
izuzetno karakteristiénim pikovima na uglovima 6,6°, 13,4° i 20,5° odnosno za vrednosti
d= 0,6703 nm, d= 0,3325 nm i d= 0,2200 nm. U jednom uzorku je identifikovana kao
dehidrovana, a drugom kao smeSa dehidrovane i dihidratne forme mokracne kiseline. U
jednom uzorku od struvita pronadene su male koli¢ine mokracne kiseline, u formi amo-
nijumove soli (0= 12,8° odnosno d= 00,3477 nm).

Difraktogram kamena iz Zuc¢i pokazao je samo prisustvo holesterola karakteri-
sti¢nim linijama difrakcije X-zraka pri uglovima od 8,4° i 9,0° odnosno za izraCunate vred-

" nosti d=0,5275 nm i d= 0,4926 nm.
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3.4. Kvantitativna hemijska analiza

3.4.1. Odredivanje oksalata

Odredivanje oksalata medicinskim ispitivanjima najCesce se izvodi po metodi koju
su postavili HodZkinson i Viliams, a modifikovao Januzovi¢.”’

Oksalna kiselina se cinkom u kiseloj sredini, uz zagrevanje, redukuje do glikolne
kiseline. Kako je hidroksilna grupa u molekulu ove kiseline izuzetno reaktivna, u prisustvu
hromotropne kiseline i u kiseloj sredini dobija se ljubiCasto obojen kompleks, Ciji je
intenzitet srazmeran koliCini oksalne kiseline u uzorku.

Reakcija odredivanja oksalata teCe prema jednacini:

 CH,OH
CaC,0, + 3H,S0, +27Zn Zeevmie | +27ZnS0, + CaSO, + H,0
COOH
CH,OH |
l + Hromotropna kiselina + H,SO, Z#"™°  Jjubicast kompleks
COOH

Postupak odredivanja oksalata je prikazan u tablici 6. U pogodne hemijski Ciste

epruvete odmere se potrebne zapremine rastvora, kako je prikazano u sledecoj tablici.

. Tablica 6. Postupak kvantitativnog odredivanja oksalata u mokracnom kamenu

PROBA (cm’) STANDARD (cmv’) KONTROLA (cm’)
Analiza 0,20 — —
Destilovana voda 0,80 0,80 1,00
Standard — 0,20 —_
H,SO, 2 mol/dm’ 1,00 1,00 1,00

Dodati po jedan komadic sveZe aktiviranog cinka i
zagrevati u klju¢alom vodenom kupatilu 45 minuta

l Hromotropna kiselina 0,50 0,50 0,50

| Dobro isprati plo€icu cinka i izvaditi iz epruvete

| H,S0, konc. 5,00 5,00 5,00
Zagrevati u kljuCalom vodenom kupatilu 45 minuta

| H,SO, 5 mol/ dm’ 15,0 15,0 15,0

Poslc potpunog hladenja intenzitet boje s meri na talasnoj duZini 570 nm
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Slikal5. Kalibracioni dijagram za odredivanje oksalata. Jednacina linearne
regresije je Y= 0,6255 X - 0,0005 , sar =0,99586

1z rezultata prikazanih u tablici 7. vidi se da je najveci broj uzoraka imao niske kon-

centracije oksalata. Samo jedan uzorak nije sadrzao oksalate.

Tablica 7. Rezultati odredivanja sadrZaja oksalata u mokracnom kamenju

Uzorak A ¢, mmol/ dm’ c, mg/ dm’ % u uzorku
MLH 8 0,067 0,107 9,42 13,11
BOS 12 0,221 0,348 30,75 42,24
BIF 2 0,007 0,011 1,00 1,06
KIM 5 0 0 0 0
SZD 4 0,235 0,371 32,69 42,73
1 MIM 13 0,050 0,078 6,92 8,02
BBM 7 0,036 0,056 4,98 6,08
NNM 14 0,175 0,277 24,38 28,63
PED 3 0,025 0,039 3,46 4,00
BNM 1 0,030 0,047 4,15 3,01
MRN 11 0,333 0,525 46,27 54,85
BPD 10 0,279 0,440 38,79 37,05
LMN 15 0,056 0,088 7,75 5,78
MSD 6 0,176 0,278 24,52 28,90
TFG 9 0,287 0,453 39,89 48,15
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3.4.2. Odredivanje kalcijuma

Starije metode su se zasnivale na taloZenju kalcijuma oksalnom kiselinom i odredi-
vanjem viska oksalne kiseline retitracijom sa permanganatom. Metode novijeg datuma se
baziraju na kompleksometrijskoj titraciji sa EDTA.

Odredivanje kalcijuma u uzorcima mokracnog i Zuénog kamenja u ovom radu je
izvrSeno titracijom sa EDTA u prisustvu indikatorske smeSe kalceina i timolftaleina u
alkalnoj sredini. GaSenjem zelene fluorescencije i promenom boje rastvora u crveno - sme-
du uocavase kraj titarcije.

Postupak za odredivanje kalcijuma je predstavljen u tablici 8. U pogodne hemijske

CaSe se odmeri zapremina potrebnih rastvora kao §to je u sledecoj tablici.

Tablica 8. Postupak kvantitativne analize kalcijuma u uzorcima

PROBA (cm’)  STANDARD (cm’) KONTROLA(cm’)

Analiza 0,10 — —
Standard _— 0,10 _—
Destilovana voda —_ — 0,10
0,25 mol dm™ NaOH 2,00 2,00 2,00

Titrovati sa rastvorom EDTA do gascnja zelene {luorescencije i pojave crveno-smede boje

06 /
05 /
03 //
0.2 /
/

0.1 .‘—/,

0 + + +
0 1 2 3 4
koncentracija kalcijuma (mmol/l)

utroSak EDTA (ml)

Slika 16. Kalibracioni dijagram za odredivanje kalcijuma. JednacCina
linearne regresije je Y=0,1601X + 0,00225 , sar =0,99819
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Dobijeni utrodci titracionog sredstva (EDTA), pri titraciji rastvora uzoraka mok-

racnog i Zunog kamena dati su u tablici 9. Na osnovu dobijenih rezultata vidi se da je kal-

cijum prisutan u svim uzorcima.

Najvise koncentracije kalcijuma su odredene u kamenju koji se sastoji od oksalata,

kod kojih je sadrZaj kalcijuma iznad 20%. Niske koncentracije kalcijuma su zapaZene kod

uzoraka, koji imaju sastav struvita i drugih vrsta fosfata. SadrZaj kalcijuma u ovim uzor-

cima se kretao od 1% do 3,63%. U jednom uzorku od mokracne kiseline koncentracija

kalcijuma je bila vrlo niska i iznosila je 0,95%.

Prilikom kvantitativnog odredivanja kalcijuma u kamenu iz Zuci utvrdena je njego-

va niska koncentracija, §to ukazuje da uzorak pored kvalitativno dokazanog holesterola

sadrZi 1 izvesne koli¢ine bilirubina.

Tablica 9. Rezultati kvantitativnog odredivanja kalcijuma u mokra¢nim i Zu¢nom kamenju

Uzorak Vv, cm’ ¢, mmol/ dm’ c, mg/ dm’ % u uzorku
MLH 8 0,075 0,445 17,81 24,79
BOS 12 0,065 0,385 15,44 21,56
BIF 2 0,010 0,059 2,35 2,52
KIM 5 0,015 0,088 3,56 4,02
SZD 4 0,070 0,414 16,62 21,73
MIM 13 0,095 0,563 22,56 26,13
BBM 7 0,010 0,059 2,37 2,86
NNM 14 0,115 0,681 27,31 32,08
DED 3 0,090 0,536 21,49 24,85
1| BNM 1 0,005 0,032 1,30 0,95
MRN 11 0,105 0,622 24,94 29,57
BPD 10 0,140 0,829 33,25 31,76
LMN 15 0,020 0,121 4,86 3,63
MSD 6 0,105 0,622 24,94 29,39
TFG 9 0,085 0,503 20,19 24,33
LC 1 0,005 0,031 1,02 0,88
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3.4.3. Odredivanjc magnezijuma ‘

U ovom radu kori§éena je spektrofotometrijska metoda sa eriohrom-crnim T (EBT)
u alkalnoj sredini. Magnezijum sa EBT gradi kompleks crvene boje i pokazuje maksimum
apsorpcije monohromatske svctlosti na talasnoj duZini A= 570 nm. Boja kompleksa nije sta-
bilna, te u toku analize treba paziti na vreme trajanja hemijske reakcije. Kada se pH sredi-
nc podesi na 10,6 dobija sc odgovarajuca reproduktivnost. Posto ovu reakciju ometaju joni
kalcijuma, koji se ¢esto nalaze u rastvoru analize kamena, u reagens sc odmeri i potrcbna
koli¢ina EGTA, koja sa Ca”' gradi stabilni kompleks tako da ne reaguje sa EBT.

Postupak kvantitativnog odredivanja magnezijuma sa EBT je prikazan u tablici 10.
U hemijski ciste epruvete, najboljc u plasticne za jednokratnu upotrcbu, odmeriti potrebne

zapremine rastvora kao §to je dato u tablici.

Tablica 10. Postupak kvantitativhog odredivanja magnezijuma

PROBA (cm’)  STANDARD (cm’)  KONTROLA (cm’)

Analiza 0,20 — —

Standard — 0,20 —
Destilovana voda — —_ 0,20
Pufer pH= 10,6 5,00 5,00 5,00
Reagens EBT 0,20 0,20 0,20
l Sadrzaj cpruvete dobro izmesati, nakon 5 minuta mcriti apsorpciju na A= 560 nm.
0.35

0.3 /
0.25
0.2 /
0.15
0.1 /
0.05 ‘/;

0

A (560 nm)

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 12 14
koncentracija magnezijuma (mmol/t)

Slika 17. Kalibracioni dijagram za odredivanje magnezijuma. Jednacina
lincarne regresije je Y = 0,2426X + 0,0007 , sa r = 0,95476
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Rezultati kvantitativnog odredivanja magnezijuma metodom sa EBT prikazani su u

tablici 11. Iz dobijenih rezultata se vidi da je magnezijum odreden samo u nekoliko uzora-

ka. U tri uzorka kamena procenat magnezijuma krece se od 22,79% do 32,12%. Ovako vi-

sok procenat pokazuje da su uzorci za glavnu komponentu imali struvit, odnosno fosfat

magnezijuma. Ostali uzorci mokracnog kamenja imaju relativno nizak sadrZzaj magnezi-

juma, te nas je to navelo na zakljucak da se u tim uzorcima magnezijum u formi struvita

nalazi kao primesa.

Kod jednog uzorka nije dokazan magnezijum metodom sa EBT, iako je kvalitativ-

no dokazan u uzorku. Razlog ovome se moze traZiti u nacinu uzorkovanja ili nedovoljnoj

specifiCnosti ove reakcije na magnezijum u odredivanju iz uzoraka mokracnog kamenja.

Tablica 11. Rezultati kvantitativnog odredivanja magnezijuma u mokracnom kamenju

Uzorak A ¢, mmol/ dm’ c, mg/ dm’ % u uzorku
MLH 8 0,010 0,041 0,99 1,39
BOS 12 0 0 0 0
BIF 2 0,215 0,884 21,50 22,79
KIM 5 0 0 0 0
SZD 4 0 0 0 0
MIM 13 0 0 0 0
BBM 7 0,230 0,945 22,99 28,03
NNM 14 0,041 0,168 4,10 4,82
DED 3 0,002 0,008 0,19 0,23
BNM 1 0 0 0 0
MRN 11 0 0 0 0
‘BPD 10 0 0 0 0
LMN 15 0,432 1,774 43,14 32,12
MSD 6 0 0 0 0
TFG 9 0 0 0 0
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3.4.4. Odredivanje fosfata

Neorganski fosfat sa molibdat-sumpornom kiselinom se prevodi u kompleks fosfor-
molibdenske kiseline, gde se redukuje sa hidrohinonom u plave molibdenove okside. Inten-
zitet nastale boje, koja je srazmerna koli¢ini fosfata se odreduje spektrofotometrijski na

talasnoj duZini A= 600 nm. Reakcija odredivanje teCe prema:

H3PO4 + 12 (NH4)2MOO4 + 24 HNO3 D E—
—b
H,P (M0,0,), | + 24 NH,NO; + 12 H,0
Postupak kvantitativnog odredivanja fosfata u mokracnom kamenju je prikazan u
tablici 12. U hemijski Ciste epruvete, najbolje plasticne za jednokratnu upotrebu odmere se

. potrebni rastvori prema tablici:

Tablica 12. Postupak kvantitativnog odredivanja fosfata u mokracnom kamenu

PROBA (cm’) STANDARD (cm’) KONTROLA(cm)

Analiza 0,05 — —
Destilovana voda 0,50 0,50 0,55
NaHSO; 0,25 0,25 0,25
Molibdensumporna kis. 0,25 0,25 0,25
Hidrohinon 0,25 0,25 0,25
Standard —_— . 0,05 —

SadrZaj se dobro promesa i ostavi 5 minuta i

| Karbonat sulfit 4,00 4,00 4,00 |

] SadrZaj sc prome$a i nakon 10 minuta fotometrira na A= 600 nm I

s Z
7

04 /
0.2 —~
el

+ t $ $ + +
4] 5 10 15 20 25 30 35
koncentracija fosfata  (mmol/l)

|
A (600 nm)

Slika 18. Kalibracioni dijagram za odredivanje fosfata. JednaCina
linearne regresije je Y= 0,0458X - 0,0022 , sa r = 0,99901
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Dobijeni rezultatati dati su u tablici 13. Vidi se da je fosfat kvantitativno odreden u
svim, osim u dva uzorka mokracnog kamena. SadrZaj fosfata u uzorcima kretao se od
2,72% do 39,86%.

Najveci sadrZaj fosfata imali su uzorci €iji sastav odgovara struvitu, gde je procenat
fosfata iznad 30% ukupnog sastava kamena. Fosfati su odredeni u uzorcima koji su sas-
tavljeni iz oksalata u kojima se sadrZaj kretao od 2% do 22%. Kod jednog uzorka od oksa-
lata odreden je visok sadrZaj fosfata 33,85%. Ovako visoka vrednost fosfata u ovom uzorku
najverovatnije je posledica nehomogenosti uzorka odnosno nehomogenosti mikrostrukture
kamena. Kod jednog uzorka od oksalata nije odredeno prisustvo fosfata.

Dva uzorka od mokracne kiseline imali su razliCite sadrZaje fosfata. U jednom nije
odreden fosfat, a u drugom taj procenat je iznosio 4,70%.

U kamenu iz ZuCi nismo odredivali fosfate jer nisu bili dokazano u kvalitativnoj

analizi kamena.

Tablica 13. Rezultati kvantitativhog odredivanja fosfata u mokracnom kamenju

Uzorak A c, mmol/dm” c, mg/dm3 % u uzorku
MLH 8 0,117 2,604 247,30 33,85
BOS 12 0,013 0,332 31,52 3,78
BIF 2 0,170 3,760 357,07 37,52
KIM 5 0,020 0,485 46,03 4,70
SZD 4 0,010 0,266 25,30 2,72
| MIM 13 0,136 3,017 286,57 32,79
BBM 7 0,157 3913 371,59 39,86
NNM 14 0,055 1,249 118,61 13,45
DED 3 0,149 3,301 313,52 35,86
BNM 1 0,241 5,310 504,29 36,35
MRN 11 0,043 0,987 9373 10,62
BPD 10 0,111 2,472 234,73 22,08
LMN 15 0,229 5,048 479,41 35,50
MSD 6 0,027 0,637 60,55 6,63
ABB 16 0 0 0 0
TFG 9 0 0 0 0
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3.4.5. Odredivanje amonijum-jona

Metoda za odredivanje uree u humanom materijalu mozZe da posluZi za kvantita-
tivno odredivanje amonijum jona u kamencicima mokracnog sistema. Ova enzimska meto-
da je veoma specificna na ureu. Dejstvom ureaze oslobada se amonijum-jon koji reguje sa
hipohloritom i fenolom pri Cemu nastaje plavi indofenol. Reakcija je poznata kao indofe-
nolna kondenzacija. Reakcija je katalizovana natrijum-nitroprusidom. Tok reakcije je sle-
deci: amonijak sa hipohloritom stavara hloramin, a iz natrijum-nitroprusida nastaje akva-
penta-cijanoferat, koji katalizuje vezanje hloramina i fenola u indofenol. Pri pH= 10,5 re-
akcija je veoma brza.

Postupak kvantitativnog odredivanja amonijum-jona prikazano je u tablici 14. U

pogodne epruvete se odmere potrebni rastvori kao §to je dato u tablici.

Tablica 14. Postupak kvantitativnog odredivanja amonijum-jona

PROBA (cm”)  STANDARD (cm’) KONTROLA (cm’)

Analiza 0,02 —_ —
Standard — 0,02 —
Destilovana voda — — 0,02
Ekstrat ureaze 0,10 0,10 0,10
l Epruvelte inkubirati 15 minuta u vodenom kupatilu na 37 °C

Rastvor A 4,50 4,50 4,50
Rastvor B 4,50 4,50 4,50

Epruvete inkubirati 20 minuta u vodenom kupatilu na 37° C.
Nakon inkubacijc meriti apsorbanciju rastvora na A= 540 nm

1.6 /

-~
0.4 / )
0.2 /

/ 4

+ + + +
4 10 20 30 40 50
koncentracija amonijum jona (mmol/l)

A (540 nm)
£

Slika 19. Kalibracioni dijagram za odredivanje amonijum-jona.
Jednacina linearne regresije je Y = 0,0325X - 0,00719 , sar =0,97761.
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Dobijeni rezultati su prikazani u tablici 15. Amonijum-jon je kvantitativno odreden
u samo nekoliko uzoraka u kojim se sadrZaj amonijum-jona kretao od 3,46% do 19,76%.
Kod vecine uzoraka koncentracija amonijum-jona je bila u korelaciji sa odredenom kolici-
nom magnezijuma u uzorcima. Jedan uzorak je imao sadrZaj od 3,46% kod kojeg amoni-
jum-jon nije dokazan kvalitativno. Daljom analizom u ovom uzorku je odredena mokraéna
kiselina, tako da je ova koliina amonijum-jona verovatno vezana u obliku amonijum-

urata.

Tablica 15. Rezultati kvantitativnog odredivanja amonijum-jona

Uzorak A ¢, mmol/ dm’ c, mg/ dm’ % u uzorku
MLH 8 0 0 0 0
BOS 12 0 0 0 0
BIF 2 0,281 8,843 159,26 16,88
KIM 5 0 0 0 0
SZD 4 0 0 0 0
MIM 13 0 0 0 0
BBM 7 0,228 7,205 129,76 15,82
NNM 14 0,046 1,636 29,46 3,46
bDED 3 0 0 0 0
BNM 1 0,462 14,412 259,56 18,80
MRN 11 0 0 0 0
BPD 10 0 0 0 0
LMN 15 0,473 14,736 265,37 19,76
TMSD 6 0 0 0 0
ABB 16 0 0 0 0
TFG 9 0 0 0 0

3.4.6. Odredivanje mokracne kiseline

Za odredivanje mokracne kiseline postoje redoks i enzimske metode. Redoks me-
toda zasniva se na redukciji volframa mokra¢nom kiselinom do obojenih jedinjenja, Ciji je
intenzitet obojenja srazmeran koncentraciji mokracne kiseline u uzorku. Ova metoda ima

dosta nedostataka, zato §to veliki broj bioloskih jedinjenja redukuju volfram.

70



Enzimske metode se zasnivaju na, dejstvu specifiCnih enzima na molekul mokracne
kiseline, pri cemu se oslobada vodonik-peroksid. U prisustvu hromogena dobija se obojen
rastvor, Ciji je intenzitet boje proporcionalan koncentraciji mokracne kiseline u uzorku.

U ovom radu mokracna kiselina je odredivana redukcijom volframa do plavih vol-
framovih oksida valence 1V i V. Reakcija se odvija u alkalnoj sredini, pri Cemu se dodaje
natrijum-karbonat za odrZavanje pH vrednosti rastvora. Intenzitet boje se odreduje spektro-
fotometrijski na talasnoj duzini 710 nm.

Postupak odredivanja je prikazan u tablici 16. Prilikom kvantitativnog odredivanja
mokracne kiseline u potrebno je napraviti rastvor analize i standarda u razmeri 1:10. Zatim,

u Ciste epruvete odmere se zapremine rastvora kao §to je dato u tablici.

Tablica 16. Postupak kvantitativhog odredivanja mokracne kiseline

PROBA (cm’) STANDARD (cm) KONTROLA (cm’)

Analiza 1:10 3,00 — —
Standard 1 :10 — 3,00 —
Destilovana voda — — 3,00
14 % Na,SO, 1,00 1,00 1,00
Fosfovolframat 1,00 1,00 1,00
I Dobro se promesa i nakon 15 minuta meri se apsorbancija na A= 710 nm
0.35
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025 /
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/

0.15 / x

01 =

/
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'/'
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Slika 20. Kalibracioni dijagram za odredivanje mokracne kiseline.
Jednacina linearne regresije je Y = 0,0007X - 0,000240, sar = 0,9842

Dobijeni rezultati su dati u tablici 17. Iz rezultata analize mokracne kiseline u
uzorcima kamenja mokraénog sistema vidi se da je u dva uzorka sadrZaj visok i iznosi
71,10% i 84,23%. Ova dva uzorka imaju sastav mokracne kiseline i to prvi dihidratni

oblik, a drugi mokracnu kiselinu u dehidrovanom obliku.
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Ostali uzorci mokracnog kamena imaju relativno nizak sadrZaj mokracéne kiseline 1
ne prelazi 7%. Zanimljivo je da je mokracna kiselina odredena u vecini uzoraka sastav-
ljenim od oksalata Sto potvrduje ranije radove iz ove oblasti.*'

Kod uzoraka Ciji je sastav struvit ili neki od fosfata sadrZaj mokracne kiseline retko
prelazi vrednost od 2% sadrZaja. Mokracna kiselina nije odredivana u uzorku kamena iz

Zuci.

Tablica 17. Rezultati kvantitativhog odredivanja mokracne kiseline

Uzorak A c, umol/ dm® c, mg/ dm’ % u uzorku
MLH 8 0,002 3291 0,55 0,77
BOS 12 0,003 4,937 0,82 1,17
BIF 2 0,001 1,645 0,27 0,29
KIM 5 0,228 328,057 54,81 71,10
SZD 4 0 0 0 0
MIM 13 0 0 0 0
BBM 7 0 0 0 0
NNM 14 0,013 21,392 3,59 4,22
DED 3 0,005 8,227 1,38 1,60
BNM 1 0,006 9,873 1,65 1,23
MRN 11 0,008 13,164 2,21 2,62
BPD 10 0,007 11,519 1,93 1,85
LMN 15 0 0 0 0
MSD 6 0,020 32911 5,53 6,52
ABB 16 0,300 428914 72,10 84,23
TEG 9 0,016 20,329 4,42 5,33

3.4.7. Odredivanje holesterola

Metode odredivanja holeterola mogu se podeliti na klasicne analitiCke i enzimske.
Danas se u najsiroj upotrebi nalaze enzimske metode, zbog speciticnosti na supstrat, u
ovom slucaju holesterol, uz kori$éenje velikog broja komercijalnih proizvoda. U ovom ra-
du je koristen set italijanske firme Menarini diagnostics.

Princip ovog testa se zasniva na deesterifikaciji holesterola na slobodan holesterol i
masne kiseline. Nastali slobodni holesterol se dejstvom holesteroloksidaze prevodi u neza-
siceno jedinjenje holesten i vodonik-peroksid, koji sa prisutnim fenolom i 4-amino-
antipirinom daje obojeno jedinjenje tipa imina. Reakcija je katalizovana peroksidazom.
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Postupak rada prikazan je u tablici 18. Pre pocetka odredivanja potrebno je rast-
voriti reagense destilovanom vodom. Zatim se odmere potrebne koli¢ine reagensa u epru-

vete kao Sto je dato u tablici.

Tablica 18. Postupak kvantitativnog odredivanja holesterola

ANALIZA (cm’)  STANDARD (cm’)  KONTROLA (cnm’)

Reagens 2,00 2,00 2,00
Analiza 0,02 — —
Standard —_ 0,02 —
Destilovana voda — —_— 0,02

SadrZaj cpruvcta dobro promesati i inkubirati u vodenom kupatilu 5 minuta na 37 C°
Apsobanciju rastvora meriti na A= 500 nm

Nastala boja je stabilna 30 minuta i u tom vremenskom periodu proizvodac prepo-
rucuje merenje apsorbancije.

Uzorci ZuCnog kamena se za analizu pripremaju rastvaranjem tacno odmerenog
kamena u odmernom sudu od 10 cm’. Kao rastvara& koristi se hloroform. Koncentracija

holesterola se moZe izraCunati prema jednacini 1 ili 2.

4,
mmol — mmol
A, X Cul dm}) =Cp Kz’m}) (1
flL mg _ mg )
A X Cyl dm]) = &y dm“) 2)
st

Rezultati kvantitativnog odredivanja holesterola u Zu¢nom kamenu je dat u tablici

- 19. Na osnovu dobijenih absorbancija izraCunat je srednji sadrZaj holesterola u uzorku ka-

mena iz Zudl.

Tablica 19. Rezultati kvantitativnog odredivanja holesterola

ANALIZA A ¢, mmol dm™ ¢, mg dm’™ % u uzorku
1 0,603 19,452 7525 81,4
2 0,612 19,775 7650 82,7
3 0,615 19,872 7687 83,1
srednja vrednost 0,610 19,710 7625 82,4
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U ovom radu ispitan je jedan kamen iz Zuci. Kvalitativnom analizom je dokazano
prisustvo holesterola, kalcijuma i tragova bilirubina. Na osnovu kvantitativnog odredivanja
holesterola pronaden je prosecan sadrzaj holesterola od 82,4%, a sadrZaj kalcijuma 0,88%,
dok se sadrZaj bilirubina nije mogao kvantitativno odrediti. Iz navedenih rezultata glavna
komponenta kamena je holesterol, a kalcijum je verovatno zastupljen u obliku soli kal-

cijum-bilirubinata.

3.2.2.8. Odredivanje zbira karbonata i kristalne vode

Prilikom rastvaranja kod nekih uzoraka primeceno je izdvajanje ugljen-dioksida,
Sto je direktno ukazivalo na prisustvo karbonata u kamenu. Karbonati su odredivani za-
jedno sa kristalnom vodom (samo kod kvalitativno dokazanog), raCunskim putem iz pro-
centualnog sadrzaja ostalih komponenti u uzorku.

Podaci o sadrZaju karbonata i kristalne vode su dati u tablici 20.

Tablica 20. Odredivanje zbira karbonata i kristalne vode

Uzorak | C,0,” | ca™ | Mg™| PO,” | NH,* | mokkis.| ukupno| CO,” | H,0
% % % % % % % % %

MLHS8 13,11 | 2479 | 1,39 33,85 0 0,77 73,89 0] 26,11
BOS12 4224 | 21,56 0 3,78 0 1,78 68,75 01 31,25
BIF2 106 | 2,52 22,79 3752 | 1688 0,29 81,06 18,94
KIMS o] 4.02 0 4,75 0 71,10 79,87 01| 20,13
S7ZD4 42,73 | 21,73 0 2,72 0 0 67,18 0] 32,82
MIM13 8,02 | 26,13 0 32,79 0 0 66,94 33,06
BBM7 6,08 | 286 | 2803 39,86 | 15,82 0 92,65 7.35
NNM14 28,63 | 32,08 | 482 13,45 3,42 4 86,62 o]l 13,38
DED3 4001 2485 023 35,86 0 1,60 66,54 33,46
BNM1 3,01 0,95 0 36,35 18,80 1,23 60,34 0] 39,66
MRN11 54,85 | 29,57 0 10,62 0 2,62 97,66 0 2,34
BPD10 37,05 | 31,76 0 22,08 0 1,85 92,74 o 726
LMNI15 5,78 3,63 | 32,12 35,50 19,76 0 96,79 3,21
MSD6 28,90 | 29,39 0 6,63 0 6,52 71,44 01 2856
TFG9 48,15 | 24,33 0 0 0 5,33 77,81 0t 22,19
ABBI16 0 0 0 0 0 84,23 84,23 ol 15,77
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Kao $§to se iz rezultata vidi, karbonat se najceSce nalazi u uzorcima kamenja tipa
fosfata i to posebno struvita. Kod dva uzorka je pronaden izuzetno visok procenat zbira kri-
stalne vode i karbonata. Ovi uzorci oCigledno imaju veliki broj vezanih molekula kristalne
vode. Kako kod ovih uzoraka procentualno dominiraju kalcijum 1 fosfati najverovatniji sas-
tav uzoraka odgovara hidroksiapatitu i / ili dalitu.

Kada kvalitativnom analizom uzoraka nije dokazan karbonat, ostatak ¢ine vezani
molekuli kristalne vode. Rezultati pokazuju da je najveca koliCina kristalne vode vezana za
uzorke najéeSceg sastava oksalata sa primesama fosfata. Ovaj podatak govori da je u oksa-
latnom kamenju najviSe zastupljen dihidratni oblik kalcijum-oksalata. Samo jedan uzorak
za kojeg je hemijskom analizom utvrdeno da se sastoji od oksalata procenat kristalne vode
je 7,26%, a u sastavu dominiraju oksalati i fosfati nije mogao da potvrdi ovu Cinjenicu.
Ovaj uzorak ima monohidratnu formu kalcijum-oksalata sa primesama fosfata.

Kod jednog uzorka analizom je odredena velika koli¢ina mokracne kiseline 1 niske
koli¢ine kalcijuma i fosfata sa relativno visokim procentom kristalne vode. Prema ovome
uzorak za glavnu komponentu ima dihidratnu formu mokracne kiseline sa primesama fos-
fata. Takode je u jednom uzorku pronaden visok sadrZaj mokracne kiseline 84,23% 1
15,77% kristalne vode. Ovaj uzorak predstavlja smesu dehidrovane i dihidratne forme

mokracne kiseline u kojoj ipak preovladaya dehidrovana forma.

3.5. Zakljucak

Na osnovu uporedivanja dobivenih rezultata mikrohemijskih analiza, IC spektro-
metrijske analize i analize difrakcijom X-zraka odredivan je sastav uzoraka mokracnog ka-
menja i kamena iz Zuci.

Analiza je pokazala da su primenjenim metodama ispitivanja mokracnog kamenja u
vedini slucajeva dobiveni identi¢ni rezultati. UoCena su neka neznatna odstupanja u sasta-
vu, naroCito kod komponenti koje su imale nizak sadrZaj u uzorcima, iz razloga 3to je oset-
ljivost primenjenih metoda odredivanja razlic¢ita. Tako je mikrohemijskom analizom u ve-
¢ini sludajeva dokazano prisustvo pojedinih komponenti koje nisu mogle biti identifi-
kbvane difrakcijom X-zraka i 1C spektrometrijom. Uporedni rezultati su dati u tablici 21.

Kod svih uzoraka odredena je najmanje jedna sigurna komponenta (zasencena polja).
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Kako nije bilo mogucnosti da se posebno analiziraju delovi kamena, odredivan je
srednji sastav uzoraka poSto je veliki broj uzoraka dobiven od pacijenata podvrgnutih
ESWL terapiji.

Mada je broj uzoraka mali, ipak se mogu zapaziti odredene kombinacije jedinjenja
u kamenu. Tako je oksalatno kamenje uvek imalo za pratioca fosfatna jedinjenja. Takode je
u oksalatnom kamenju dokazan i odreden nizak sadrZaj mokracne kiseline, §to potvrduje
ranije radove.*' Karbonati se pojavljuju u uzorcima oksalatnog i jednog fosfatnog kamena.
Uratno kamenje se javlja sa primesama fosfata.

Pri iporedivanju primenjenih metoda zapaZeno je da je mikrohemijska analiza ose-
tljivija od fizickih metoda. Nedostatci ove metode ogledaju se u tome §to je metoda dugo-
trajnija i na ovaj nacin dobija informacija o jonima koji ulaze u sastav kamena, a ne o kom
se jedinjenju radi. FiziCke metode istraZivanja mokracnog i Zu¢nog kamenja imaju takode
svojih prednosti, ali i nedostataka. Dobra strana ovih metoda je ta §to se odreduje jedinjenje
koje je kostituent kamena. Nadalje, ove metode su manje destruktivne u odnosu na mikro-
hemijsku analizu, tako da se uzorak bez vecih problema moZe nekom drugom metodom
ispitivati. Glavni nedostatak fizickih metoda je u visokoj granici detekcije (5%), tako da se
dobiveni rezultati teSko mogu uporediti sa rezultatima mikrohemijske analize. Glavna pre-
preka za rutinsku upotrebu fizickih metoda je visoka cena instrumenata i standardnih atlasa
uzoraka materijala.

Na kraju se moZe zakljuciti da rutinska mikrohemijska analiza kamenja mokracnog
sistema 1 kamena iz Zuci u vedini sluCajeva zadovoljava potrebu leCenja bolesnika, a viSak
informacija, koje daje ovaj vid analize moZe da utiCe i bude od velike koristi kod leCenja i
terapije bolesnika.. Za ova ispitivanja se mogu prakticno stvoriti uslovi u svim klasi¢nim
medicinskim laboratorijama. Jedino pri detaljnijem ispitivanju neophodno je kombinovati

navedene metode analize.



4. 1ZVOD

U ovom diplomskom radu su uporcdivani rezultati analiza kamenja mokraénog sis-
tema i kamena iz Zuci, koji su dobijeni kvalitativnom 1C spektrometrijskom analizom, ana-
lizom difrakcije X-zracenja, tc kvalitativnom i kvantitativnom mikrohcmijskom analizom.

U Teorijskom delu dat jc prikaz do sada poznatih Cinjenica o stvaranju mokracénog,
kamcna i kamena iz Zudi, kao i pregled metoda za odredivanje sastava uzoraka. Takode je
posvedena paznja ucestalosti i javljanju kamcenja mokraénog sistema u svetu i na§oj oko-
lini.

U Eksperimentalnom delu uporedeni su rezultati mikrohemijskih postupaka ana-
lize sa metodama difrakcije X-zraka i 1C spektrometrije. Dobiveni rezultati mikrohemijske
analize su u vecini slucajcva bili identi¢ni sa primenjenim {izickim metodama. Medutim, u
nekoliko slucajeva rezultati analize dobiveni difrakcijom X-zracenja i IC spektrometrije su
se razlikovali od mikrohemijskih §to je verovatno posledica razlicite granice detekcije. Nai-
me, mikrohemijske mctode analize su znatno osctljivije. Medutim, primenom f{izickih me-
toda u istraZivanju omogucuje sc odredivanje vrste jedinjenja. Primena kvantitativne mi-
krohemijske analize mokracnog kamcnja dajc dobre rezultate i posebno je pogodna za ru-
tinsku upotrcbu, mada dajc samo saznanjc o jonima koji izgraduju kamen. Dobiveni po-
daci ipak omoguduju da sc nacini slika o sastavu uzorka. Visak informacija dobivenih mik-

rohemijskom analizom trcbalo bi iskoristiti u lecenju i terapiju bolesnika.
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5. SUMMARY

A Comparison of Results of Urinary and Gall Calculi
Analyses Obtained by Different Methods

In this B.Sc. thesis the results of urinary and gall calculi, analyses were obtained by
IR spectroscopy. X-ray diffraction and qualitative and quantitative microchemicals met-
hods.

In the Theoretical part we have presented the facts on formation urinary and gall
calculi in human. as well as a survey of recommended methods for their analyses.The
frequency of appearance of different calculi types in our country and in the world was
considered too.

In the Experimental part we compared the achieved analysis results of micro-
chemicals methods to X-ray diffraction and IR spectroscopy. The results obtained by mic-
rochemical analysis were in the most cases similar to those of physical methods. However,
in some cases the results of X-ray diffraction and IR spectroscopy differed from micro-
chemical ones. The observed differences were explained with various detection ranges
applicable to these methods. While microchemical methods of analysis were advantageous
due to their greater sensitivity, the physical methods enabled us to get insight into the
molecular structure. Although providing only the knowledge of ions building the calculus,
the quantitative microchemical methods appeared to be specially suitable for routine
analyses of urinary calculi. All collected results, however, enabled us to frame the picture
of the sample composition. It seems advisable that information reached in this way be used

for medical cure purposes.
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7. Prilog

7.1. Infracrveni spektri analiziranih uzoraka
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7.2. Rendgendifraktogrami analiziranih uzoraka
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Tablica 22. Karakteristi¢ni pikovi i
vrednosti za d kod uzorka BNM1

pik 20° dmnm) Ir %
1 146 0.6067 22
2 15.2 0.5828 26
3 16.0 0.5539 61
4 16.7 0.5309 43
5 209 04250 62
6
7
8

21.7 0.4095 49
27.3 0.3267 33

297 03008 17
gomi 10 307 02912 50

. , 11 321 02788 53

y . 12 333 0.2691 100

10 ) 16 385 02338 14

‘ 17 425 02127 12

. % 19 450 02014 17
Y . 7 21 46.4 01957 18
Ziie . W 23 50.9 01794 25

ugao difrakcig u °(2 &)

o L | L . LD o LJ L] | | L] LB L] 1

49 47 43 39 35 31 57 23 19 15

Slika 29. Difraktogram za uzorak BNM1.
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Slika 30. Difraktogram za uzorak BIF2.

Tablica 23. Karakteristi¢ni pikovi i
vrednosti za d kod uzorka BIF2

pik 28° d(nm) Ir %

2 137 (.6463 33
3 144 0.6151 100
4 1583 0.5791 47
6 18.0 (0.4928 19
7 19.6 0.4529 91
§ 20.2 0.4396 49
11 243 0.3663 20
12 256 (.3480 28
1S 288 (0.3100 30 -
16 29.2 (0.3058 60
17 304 (0.2940 69
19 32.0 0.2797 79
20 324 0.2763 44
22 344 0.2607 12
24 37.0 (0.2430 13
26 40.0 (0.2254 10
27 41.0 0.2201 10
29 435 ().2080 15

31 450 0.2014 16

(i



Tablica 24. Karakteristi¢ni pikovi 1
vrednosti za d kod uzorka DED?3

pik 26° d(nm) Ir %
1 230 0.3867 36
2 235 0.3786 33
4 26.0 0.3427 65
6
7

30.4 0.2940 36

311 0.2876 45

8 32.0 0.2797 99
9 322 0.2780 100
11 39.3 0.2292 22
12 398 0.22635 25
13 41.3 0.2186 16
14 47.1 0.1929 22

Feood3

ugao difrakcij o ° (2 &)

27 43 3s 35 31 27 23 1 1s

Slika 31. Difraktogram za uzorak DED3.
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Tablica 25. Karakteristi¢ni pikovi i
vrednosti za d kod uzorka SZD4

pik 26° d (nm) Ir%
15.0 0.5906 100

1
' 3 244 0.3648 62
> 4 294 0.3038 28
5
7
8

30.2 0.2959 71

31.5 0.2840 13

36.0 0.2495 20

9 383 0.2350 30
10 399 0.2259 12
11 40.8 0.2212 10
13 436 0.2076 14

14 439 0.2062 19

19  50.0 0.1824 10

20 50.8 0.1797 8
3 W

vgao difrakcig u " (2 &)

51 47 43 39 35 3L 27 23 19 15 13

Slika 32. Difraktogram za uzorak SZD4.
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Slika 33. Difraktogram za uzorak KIMS.

Tablica 26. Karakteristi¢ni pikovi i
vrednosti za d kod uzorka KIMS

2 0° d(nm) Ir %

1 138 0.6417 43
2 159 0.5574 26
3 182 0.4874 57
4 187 0.4745 17
S 232 0.3834 70
6 24.0 0.3708 15
7 249 0.3576 11
9 280 0.3187 78
10 28.8 0.3100 100
12 312 0.2867 45
13 320 0.2797 20
15 349 0.2571 25
16 36.6 0.2455 9
17 372 0.2417 9
20 40.2 0.2243 19
21 414 0.2181 13
22 433 0.2090 S

23 446 0.2032 S

s
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ugao difraksipu ° (2 &)

2¢ 1 47
2z
a5 B 2 20 4.
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¥
47 45 41 39 3s »n 27 23 19 15 11

Slika 35. Difraktogram za uzorak BBM7.

Tablica 28. Karakteristi¢ni pikovi i
vrednosti za d kod uzorka BBM7

pik 26° d(nm) Ir%

1 152 0.5829 48
2 16.0 0.5539 79
3 167 0.5309 54
4 18.0 0.4928 36
S 19.6 0.4529 31
6 21.4 0.4152 94
7 218 0.4077 94

8 26.0 0.3427 39

9 274 0.3255 44
10 29.6 0.3018 33
11 30.4 0.2940 45
12 30.8 0.2903 68
13 32.0 0.2797 100
14 33.1 0.2706 54

15 335 0.2675 91
16 33.8 0.2652 38
17 35.9 0.2501 26
18 37.7 0.2386 19
19 385 0.2338 25
20 40.1 0.2249 22
21 426 0.2122 19
22 442 0.2049 24
23 452 0.2006 22
24 463 0.1961 30

25 474 0.1918 20

o
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|
| 7
’ Tablica 29. Karakteristi¢ni pikovi i
‘ vrednosti za d kod uzorka MLHS
pik 26° d(nm) Ir %
1 150 0.5906 88
2 235 0.3786 6
3 246 0.3619 25
4 259 0.3440 5
6 29.6 0.3018 6
7 30.0 0.2979 100
8 30.8 0.2903 8
10 32.1 0.2788 10
11 359 0.2501 3
12 38.1 0.2362 5
13 398 0.2265 4
14 43.5 0.2080 2
15 45.8 0.1981 18
\ 4

ugao difrakcig u " (2 &)

4 w L Ll u T L L "W 1 L Ld L] A

47 43 39 %5 31 27 23 19 15 13

Slika 36. Difraktogram za uzorak MLHS.
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ugao difrakcigu ° (2 &)

v L 4 -2 v w -

47 43 39 35 31

Slika 37. Difraktogram za uzorak TFG9.

L g L g d L w " L

27 23 19 15 13

Tablica 30. Karakteristi¢ni pikovi 1
vrednosti za d kod uzorka TFGY

pik 28° d(nm) Ir %

15.2 0.5829 100
23.8 0.3739 14
2477 0.3619 66
30.3 0.2959 76
31.0 0.2903 15
31.8 0.2814 14
36.2 (0.2495 28
38.5 (0.2344 S0
40.0 0.2254 16
15 410 0.2212 6
17 437 0.2076 15
18 46.0 0.1973 17
19 46.6 (0.1953 13

— e e
FCQRIS i evENoRlo RN IRF IR

20 47.2 0.1929 13

il



Tablica 31. Karakteristi¢ni pikovi 1
vrednosti za d kod uzorka BPD10

pik 2@° d(nm) Ir %
1 145 0.6109 36
2 152 0.5829 100
3 202 0.4396 31
4 229 0.3883 11
6
7

24.5 0.3633 20

26.1 0.3414 9

9 29.0 0.3079 9
10 30.2 0.2959 61
18 12 299 0.2988 21

13 303 02950 S8
b0 14 360 02495 6
15 372 02417 21
18 402 02243 45
20 428 02113 6
27 1 22 449 02019 3
25 465  0.1953 10

27 48.0 0.1895 20
28  49.8 0.1831 10

25 22 2¢

Slika 38. Difraktogram za uzorak BPD10.
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o I| - Tablica 32. Karakteristi¢ni pikovii |
vrednosti za d kod uzorka MRN11

pik 28° d(nm) Ir %
15.0 0.5906 100

1
2 197  0.4506 21
3 236 03770 25
4 244  0.3648 100
mrall 6 30.2 0.2959 100
p 7 31.0  0.2885 25
8 31.5  0.2840 24
9 36.0  0.2495 33
| 12 383  0.2350 50
= 13 39.9  0.2259 21
2 14 41.0  0.2201 13
|| ) 17 437  0.2071 20
) g 7 18 458  0.1981 34
ol 7 ¥ z 20 471  0.1929 18
27 14 ! Lw.\, 21 482  0.1888 14

ugao difrakci u © (2 &)

47 43 39 35 31 27 23 19 15

Slika 39. Difraktogram za uzorak MRN11.
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Tablica 33. Karakteristi¢ni pikovi i
vrednosti za d kod uzorka BOS12
l{ pik 26° d(nm) Ir %
7 1 15.1 0.5867 100
3 236 0.3770 6
4 246 0.3619 42
S 302 0.2959 67
Gosts ‘ 6 308 02903 9
7 316 0.2831 7
9 36.0 0.2495 13
11 383 0.2350 20
12 40.0 0.2254 9
l 13 41.0 0.2201 6
15 43.6 0.2076 7
16 45.9 0.1977 15
I 18 47.0 0.1933 7

ngao difrakcig u (2 &)

T L] | LJ T Ld L 1} L T T  J w ¥ . Ll L]

47 43 39 35 31 27 23 19 15 13
Slika 40. Difraktogram za uzorak BOS12.
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ugao difrakcizu - (2 &)
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47 43 3% 35
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31 27 23 19 15 13

Slika 41. Difraktogram za uzorak MIM13.

Tablica 34. Karakteristi¢ni pikovi i
vrednosti za d kod uzorka MIM13

pik 26° d(nm) Ir %

1 150 0.5906 100
2 244 0.3648 9
3 260 0.3427 4

4 302 0.2959 100
5309 0.2894 7
6 31.6 0.2831 9
7 36.0 ().2495 3
S 382 ().2356 6
9 40.0 (.2254 3
10 409 0.2206 4
13 458 0.1981 65
14 48.1 0.1892 37

I

f
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ugao difrakcigu " (2 &)

Slika 42. Difraktogram za uzorak NNM14.

Tablica 35. Karakteristi¢ni pikovi 1
vrednosti za d kod uzorka NNM14

pik 286° d(nm) Ir %
2 14.5 0.6109 94
3 151 0.5867 33
4 202 0.4396 88
5 228 0.3900 38
6 242 0.3678 58
8 283 0.3153 42
9 29.0 0.3079 42
11 30.2 0.2959 33
13 31.8 0.2814 67
14 324 0.2763 100
15 37.2 0.2417 57
16 37.5 0.2398 47
17 38.5 0.2338 29
18 404 0.2233 63
20 42.8 0.2113 22
22 45.0 0.2014 25
24 46.5 0.1953 42
26 48.0 0.1895 43

I



Tablica 36. Karakteristi¢ni pikovi i
P 5 vrednosti za d kod uzorka LMN15

22

pik 24° d(nm) Ir %
1 117 0.7563 20
2 134 0.6607 20
3 14.8 0.5985 28
4 15.2 0.5829 36
5
6

13

16.0 0.5539 95

16.8 0.5277 81
12 21.2 0.4191 100
13 21.8 0.4077 77
16 26.1 0.3414 21
17 275 00.3243 41

. 19 294 0.3038 22
20 298 (0.2998 22
3 21 304 0.2940 40

W u\ P 22 30.9 0.2894 87

23 323 0.2771 93
‘ 25 336 0.2667 100
28 36.0 0.2495 24

30 378 0.2380 16

o i A A 31 385 02338 19
cooe o m BB 32 403 02238 14
_ _ 35 428 0.2113 14
Slika 43. Difraktogram za uzorak LMNI15. 38  44.4 0.2040 17

39 452 0.2006 23
41  46.6 0.1949 27

Mo



1z ‘Tablica 37. Karakteristi¢ni pikovi i
vrednosti za d kod uzorka ABB16

pik 28° d(nm) Ir %

1 137 06463 50

2 159 05574 26

3 0180 04928 55

0 4 188 04720 15

5199 0.4462 10

B 16 s . 6 232 03834 S8
. 7 240 03708 14

8 249 03576 11

A 9 272 03278 29

| 10 280 03187 65

B 11 288 03100 100

“ 1M 12 312 02867 35

\ 2 13 320 02797 16

14 350 02564 17

g ‘ 15 366 02455 7

16 388  0.2321 7

8 5 17 397 02270 7

18 40.4 02233 13

2z 19 414 02181 10
r— e r—p—r—————r—r—r——r———T—1— 21 446 02032 4
47 43 39 35 31 27 23 12 15 22 487 0.1870 3

Slika 44. Difraktogram za uzorak ABB16.
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ugao difrakcip u ° (2 &)

Tablica 38. Karakteristi¢nt pikovi i

vrednosti za d kod uzorka LC1

pik 28° d (nm) Ir %
1 152 0.5829 100
2 16.0 (0.5539 65
3 164 0.5405 65
4 172 0.5155 34
5 178 0.4983 52
6 18.3 0.4848 51
7 194 0.4575 S1
9 21.0 0.4230 22
11 234 0.3802 67
12 25.2 0.3534 26
14 274 (.3255 19
15 292 0.3058 14
18 329 0.2722 13
20 42,6 0.2122 13

- v L n g L

a7 | 43 39 35 31 27 23 19 15

x

Slika 45. Difraktogram za uzorak L.C1.
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