medicinska revija

UDK: 616-074:577.152
COBISS.SR-ID 212937228

Dejanovi¢ D.V. and Dejanovi¢ B.B. m. MD-Medical Data 2015;7(1): 047-052

Originalni c¢lanci/

Correspondence to:

Mr sci pharm Vesna Vukovi¢-
Dejanovié, spec med biohem
Institut za rehabilitaciju Beograd,
Sokobanjska 17
tel: 064/2137616,
e-mail: vdvesna@gmail.com

POREDENJE SPEKTROFOTOMETRIJSKE I
TURBIDIMETRIJSKE METODE PRI
ODREDIVANJU REFERENTNIH VREDNOSTI
LIPAZE U SERUMU

COMPARISION OF SPECTROPHOTOMETRIC
AND TURBIDIMETRIC METHODS FOR
DETERMINATION OF SERUM LIPASE
REFERENCE VALUES

Vesna D. Vukovi¢-Dejanovi¢!, Bratislav B. Dejanovi¢?
I Institut za rehabilitaciju, Beograd, Srbija
2 Vojno-medicinski centar ,,Karaburma”, Beograd, Srbija

Kljucne reci
lipaza, turbidimetrija,
spektrofotometrija, referentne vrednosti

Key words
lipase, turbidimetry, spectrophotometry,
reference values

Sazetak

Lipaze su enzimi koji hidrolizuju estre glicerola i masnih kiselina dugih lanaca.
Odredivanje aktivnosti serumske lipaze za detekciju oboljenja pankreasa se pokazalo
neophodna odredivanja kada se javi abdominalni bol. Zbog rasnih i etnickih razlika, razlika
u ishrani, fizi¢koj aktivnosti, i uopste u naéinu zivota, neophodno je da se referentne vred-
nosti biohemijskih parametara odrede za svaku populaciju pojedina¢no. Prikazano ispiti-
vanje bilo je usmereno na ispitivanje slaganja dve razliite metode, turbidimetrijske i
spektrofotometrijske, za odredivanje aktivnosti lipaze u serumu, kao i na odredivanje refe-
rentnih vrednosti za ove dve metode. U te svrhe kod ukupno 252 ispitanika (125 zena i 127
muskaraca) starosti od 20 — 80 godina, odredena je aktivnost lipaze u serumu ispitanika
pomocu obe metode. Rezultati su pokazali visoko slaganje ove dve metode (r= 0,75,
p<0,01). Dobijene referentne granice za aktivnost serumske lipaze spektrofotometrijskom
metodom kod odraslih osoba su 9-57 U/L; granice referentnih vrednosti su 9-62 U/L kod
zena i 9-48 U/L kod muskaraca. Za turbidimetrijsku metodu su dobijene referentne granice
kod odraslih osoba 29-236 U/L; referentni interval je 26-228 U/L kod Zena i 29-257 U/L
kod muskaraca. U populaciji Srbije kod zdravih odraslih osoba Zene imaju statisticki
znacajno viSe vrednosti aktivnosti lipaze u serumu i viSu gornju granicu referentnih
vrednosti odredene spektrofotometrijskom metodom u odnosu na muskarce. Aktivnost
lipaze kod odraslih osoba izmerena turbidimetrijskom metodom raste sa starenjem.

UvoD

I Humana pankreasna lipaza

Postoji vise metoda za odredivanje aktivnosti serumske
lipaze: spektrofotometrijske, turbidimetrijske, nefelometri-
jske, imunohemijske, metode koje se zasnivaju na biosen-

Lipaze (EC 3.1.1.3. triacilglicerol acilhidrolaze) su grupa
hidrosolubilnih enzima koji imaju spososbnost da deluju na
medupovrsini izmedu vodene i organske faze. Oni primarno
hidrolizuju estre glicerola i masnih kiselina dugih lanaca.
Odredivanje aktivnosti serumske lipaze se koristi u dijagno-
stici akutnog i hroni¢nog karcinoma pankreasa (1), nemalig-
nih hepatobilijarnih oboljenja i gastrointenstinalnih bolesti
(kao §to je opstrukcija ductus pancreaticus-a i ductus chole-
dochus-a), sepse, bubrezne i pluéne disfunkcije, potkoznih
krvarenja (2), cisti¢ne fibroze. Odredivanje aktivnosti serum-
ske lipaze za detekciju oboljenja pankreasa se pokazalo
nosti a-amilaze (3), i uvriteno je u neophodna odredivanja
kada se javi abdominalni bol 4)

Dejanovi¢ D. V. and Dejanovi¢ B. B. B. MD-Medical Data 2015;7(1): 047-052

zorima ).

Turbidimetrijsku metodu je uveo Neumann (0, a princip
ove metode je merenje smanjenja zamucenja supstrata
nakon dodatka seruma koji ima odredenu aktivnost lipaze.
Merenje intenziteta zamucéenja vrsi se na 340 nm. Kao sup-
strat se koristi trioleinska emulzija koja je stabilizovana
dodavanjem zucnih kiselina, koji je specifican za pankreas-
nu lipazu (7). Pri dovoljno visokim koncentracijama Zu¢ne
soli stabilizuju trigliceridne emulzije i inhibiraju esterazu,
kao i pankreasnu i nepankreasnu lipazu. Medutim, u
prisustvu kolipaze, o¢uva se aktivnost pankreasne lipaze (®).
Glavni nedostatak turbidimetrijske metode je ogranicena lin-
earnost. Porast koncentracije holesterola i triglicerida u seru-
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mu dovodi po porasta koncentracije aktivnosti lipaze iz-
merene turbidimetrijskom metodom, o ¢emu se mora voditi
racuna pri analiziranju lipemi¢nih uzoraka. Hemoglobin do
7,5 g/L, ukupni bilirubin do 37,5 umol/L i direktni do 18,7
pmol/L ne interferiraju sa ovom metodom.

Spektrofotometrijsku metodu je razvio Panthegini (), a u
upotrebi je od 2001 godine. U ovoj metodi se kao supstrat
koristi 1,2-o-dilauril-rac-glicero-(6-metil rezurofin) estar
glutarne kiseline. Ovaj supstrat je emulgovan od strane
zucénih kiselina i na njega deluje lipaza u prisustvu kolipaze
u baznoj sredini uz prisustvo jona Ca** i tom prilikom nas-
taje glutarna kiselina i metil rezorufin. Intenzitet stvorenog
obojenja se meri na 570nm. Hemoglobin do 3 g/L, ukupni
bilirubin do 37,5 umol/L i direktni do 18,7 umol/L ne inter-
feriraju sa spektrofotometrijskom metodom.

1l Koncept referentnih vrednosti

Cilj standardizacije u laboratorijskoj medicini je da
obezbedi da rezultati merenja parametara u uzorcima pa-
cijenata budu tacni, sledljivi, nezavisni od procedure odre-
divanja, kao i vremena i mesta njenog izvodenja. Odrza-
vanje tacnosti laboratorijskih rezultata merenja tokom vre-
mena postize se uspostavljanjem i odrzavanjem sledljivosti
do referentnog sistema, kao i definisanjem preciznosti. Pre-
ciznost rezultata merenja zavisi od postupka merenja uklju-
¢ujudi i posao operatera i odreduje se procenom rezultata
ponovljenih merenja obavljenih pod definisanim uslovima.
Procedure za procenu preciznosti merenja postupaka opisani
su u smernicama kao §to su dokumenti Instituta za klinicke
i laboratorijske standarde (CLSI) (10),

Proces dobijanja referentnih vrednosti ukljucuje:

® Definisanje referentne populacije

® Izbor referentnih osoba

® Dobijanje i obradu uzoraka

® Statisticku obradu dobijenih podataka

Pri definisanju referentne polulacije vazno je znati u koje
svrhe ¢e biti koriSéene referentne vrednosti: za postavljanje
dijagnoze i odredivanje terapije; pracenje toka bolesti; pro-
cenu stanja zdravlja neke populacije; identifikaciju osoba sa
rizikom za razvoj neke bolesti. Takode je, pri definisanju ref-
erentne populacije, vazno uzeti u obzir dodatne kriterijume
koji se odnose na: pol, starost, rasu, etni¢ko poreklo, geo-
grafsku lokaciju, genetske markere (krvna grupa, histokom-
patibilni antigeni, prisustvo ili odsustvo fenotipova proteina
plazme), fizioloske faktore (faza menstrualnog ciklusa,
odmaklost trudnoée), hronobioloske faktore, socioekonom-
ski status (1D,

Referentne osobe mogu biti odabrane direktnim na¢inom
iz referentne populacije prema ta¢no definisanom kriteriju-
mu, ili indirektno, kada se iz postojece baze podataka odabi-
raju vrednosti sa zahtevanim karakteristikama. Kriterijumi
za izbor referentnih osoba iskljucuju:

1. bolest — za iskljuCivanje osoba iz referentne grupe
koristi se lista bolesti koja je data od skandinavskog komite-
ta za referentne vrednosti: sistemske bolesti, insuficijencija
bubrega, kongestivne bolesti srca, bolesti jetre, hroni¢ne res-
piratorne bolesti, malapsorpcioni sindromi.

2. faktori rizika — gojaznost, hipertenzija, profesionalni i
genetski uslovljeni rizici; specifi¢ni laboratorijski nalazi:
prisustvo proteina i glukoze u urinu, poveéana sedimentacija

eritrocita, povecane koncentracije holesterola i triglicerida u
krvi, snizen hematokrit

3. unoSenje farmakoloski aktivnih supstanci — lekovi,
oralni kontraceptivi, alkohol, narkotici, duvan

4. promenjena fizioloska stanja — trudnoca, intenzivno
vezbanje, fizioloski i mentalni poremecaji kao Sto su stres i
depresija, uzimanje hrane neposredno pre uzimanja uzoraka.

Biohemijski parametri ne predstavljaju fiksne veli¢ine
ve¢ podlezu ve¢im ili manjim variranjima. Najvise su izra-
zena variranja jednog parametra usled individualnih razlika
u nekoj populaciji (interindividualna varijacija). Intraindi-
vidualna variranja za jedan parametar su obi¢no daleko ma-
nja (12), Interindividualna variranja nekog parametra su naj-
veéim delom posledica bioloskih variranja uslovljenih ge-
netskim faktorima karakteristicnim za svakog pojedinca.
Medutim, ona mogu biti posledica delovanja i spoljasnih
faktora, kao Sto su ishrana, fizicko naprezanje, vezbanje, pu-
Senje, konzumiranje kafe, itd. Uzorak za odredivanje refer-
entnih vrednosti uzima se pod standardizovanim preana-
litikim uslovima da bi sluc¢ajna greska bila §to manja, i da
bi se smanjio ili eliminisao mogu¢i uticaj na intra- i inter-
individualnu varijaciju.

Vrednosti dobijene od referentnih osoba zahtevaju sta-
tisticku obradu da bi iz njih mogao da se izracuna referentni
interval, odnosno raspon izmedu granica referentnih vred-
nosti.

Zbog rasnih i etnickih razlika, razlika u ishrani, fizi¢koj
aktivnosti, i uopste u nacinu zivota, neophodno je da se ref-
erentne vrednosti biohemijskih parametara odrede za svaku
populaciju pojedina¢no. Do sada nije radeno ispitivanje u
kome su odredene granice referentnih vrednosti za aktivnost
lipaze u serumu u populaciji Srbije pomoc¢u dve najéesce
kori$¢ene metode u rutinskom radu.

CILJEVI RADA

Prikazano ispitivanje bilo je usmereno na ispitivanje sla-
ganja dve razli¢ite metode za odredivanje aktivnosti lipaze u
serumu: turbidimetrijskom metodom zasnovanom na raz-
gradnji supstrata triacilglicerola, i spektrofotometrijskom
metodom koja kao supstrat koristi 1,2-o-dilauril-rac-glicero-
(6-metil rezurofin) estar glutarne kiseline, kao i na odre-
divanje referentnih vrednosti za ove dve metode. Ciljevi
rada su bili:

1. Ispitati slaganje turbidimetrijske i spektrofotomet-
rijske metode za odredivanje aktivnosti lipaze

2. Odrediti aktivnost lipaze u serumu zdrave populacije i
ispitati uticaje pola i starosti na nivo aktivnosti lipaze odre-
dene ovim metodama.

MATERIJAL I METODE

Za potrebe odredivanja referentnih vrednosti kod ukup-
no 252 ispitanika (125 Zzena i 127 muskaraca) starosti od 20
— 80 godina, odredena je aktivnost lipaze u serumu ispi-
tanika pomocu obe metode.

Ispitanici su bile zdrave osobe na kontrolnom pregledu
medicine rada ili fizijatra, pitomci vojne akademije na sis-
tematskom pregledu, kao i pacijenti koji su dosli na operaci-
ju iz estetskih razloga.

Anamnesticki podaci ukazali su da ispitanici nemaju sis-
temsko, inflamatorno ili neko drugo oboljenje zbog kojeg bi
bili iskljuceni iz ovog rada. Svi ispitanici su bili nepusaci i
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nisu uzimali nikakve lekove u poslednjih trideset dana.
Za ispitivanje je kori$¢en serum ispitanika. Krv je uzi-
mana ujutru u periodu izmedu 8 — 10 Casova na tasSte
nakon perioda no¢nog gladovanja, a serum je odvajan
centrifugiranjem (10 minuta, 3000 g). Uzorci seruma su
analizirani odmah. Merenja su vrSena na biohemijskom
analizatzoru Roche/Hitachi 902 (Hitachi Science System,
Ibarnaki, Japan), a koriS¢eni su komercijalni testovi
Lipase UV assay, kat br L1194 (turbidimetrijski, sa tri-
oleinom kao supstratom) i Lipase (liquid) assay, kat br
LI7979 [spektrofotometrijski, sa 1,2-o-dilauril-rac-glice-
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ro-(6-metil rezurofin) estrom glutarne kiseline kao sup-
stratom] proizvodaca Randox (Randox Laboratories,
Crumlin, Northern Ireland). Za kalibraciju je kori$éeni
univerzalni kalibrator za automatske sisteme (C.F.A.S.,
proizvodaca Roche Diagnostic, kat br 155962). Proizvodac
deklarise vrednosti od 93,2 U/L za aktivnost lipaze odredene
spektrofotometrijskom metodom, a 628 U/L za turbidimetr-
tijski postupak.

Rezultati ispitivanja aktivnosti lipaze odredeni pomocu
obe metode prikazani su kao x + SD (KV). Ispitivanje sta-
tisticke znacajnosti razlika izmedu srednjih vrednosti testira-
no je Student t-testom ili analizom varijanse. Chi-kvadrat
test je koriScen za ispitivanje distribucije frekvenci aktiv-
nosti lipaze u serumu pomocu obe metode, posebno za
celokupnu populaciju, i pojedina¢no za Zene i muskarce.

Korelacija metoda je ispitana parametarskim testiranjem
nakon logaritmovanja vrednosti za aktivnost lipaze odredene
pomocu spektrofotometrijske metode, jer je raspodela dobi-
jenih podataka o aktivnosti lipaze u serumima cele popu-
lacije bila log-normalna.

Referentne vrednosti odredene su neparametarskim
testovima koji se preporucuju za opstu upotrebu jer ne zahte-
vaju definisanje raspodele i jednostavni su za izracunavanje.
IFCC preporucuje interpercentilni interval, odnosno
odredivanje fraktila (11,13). Redni broj vrednosti koja
odgovara fraktilu 0,025 odreduje se iz izraza 0,025*(N+1) i
to je donja granica referentnih vrednosti. Fraktil 0,975
odnosno gornja granica referentnih vrednosti izracunava se
iz izraza 0,975*%(N+1), gde je N broj podataka.

REZULTATI

I Korelacija spektrofotometrijske metode sa turbidi-

metrijskom metodom za odredivanje aktivnosti lipaze u

serumu zdrave populacije

Za poredenje spektrofotometrijske metode sa turbi-
dimetrijskom kori$¢en je parametarski test korelacije iako je
raspodela podataka dobijenih za aktivnost lipaze spektrofo-
tometrijskom log-normalna. Ovo je moguce kada se izvrsi
logaritmovanje dobijenih vrednosti i uporede se korela-
cionim testom sa vrednostima dobijenih turbidimetrijskom
metodom.

Koeficijent korelacije je pokazao visoko slaganje ove
dve metode r= 0,75, gde je slaganje rezultata sa nivoom
znacajnosti p<0,01 (Slika 1).

1I Odredivanje nivoa aktivnosti lipaze u serumu

zdravih osoba oba pola

Aktivnost lipaze u serumu ispitanika odredena je kod
ukupno 252 ispitanika oba pola starosne dobi 39,5 + 10,1
godina i indeksa telesne mase (BMI) 25,35 + 3,4 kg/m2. Od
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Slika 1. Korelacija aktivnosti lipaze odredene spektrofotometrijskom

sa rezultatima dobijenih turbidimetrijskom metodom u ispitivanim
uzorcima

toga je bilo 125 Zena starosne dobi 41,2 + 11,03 godine i
BMI 23,79 + 3,11 kg/m? i 127 muskaraca starosti 37,9 +
8,86 godina i BMI 26,76 = 3,0 kg/mZ.

Poredenjem dobijenih srednjih vrednosti za aktivnost li-
paze u serumima Zena i muskaraca, Studentovim t-testom
dokazana je statisticki znacajna razlika (p<0,001) izmedu
srednjih vrednosti aktivnosti lipaze kod Zena i muskaraca
koje su odredene pomocu spektrofotometrijske metode
(Slika 2). Kod turbidimetrijske metode ovakva razlika nije
dokazana.
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Slika 2. Aktivnosti lipaze u serumu Zena (n=125) i muskaraca
(n=127) odredjene pomocu spektrofotometrijske metode

Da bi se ispitao uticaj starenja na aktivnost lipaze u seru-
mu ispitanici su podeljeni u tri starosne grupe (I 17-30 god-
ina; II 31-44 godina; III 45-65 godina). Analizom varijanse
ispitan je uticaj starosti kako u zajedni¢koj grupi tako i u
pojedinacnim grupama zena i muSkaraca. Pronadena je
statisticki znaCajna razlika (p<0,05) u aktivnosti lipaze
izmerene turbidimetrijskom metodom u zajednickoj grupi i
to izmedu najmlade i najstarije podgrupe ispitanika. Nije
nadena statisticki znacajna razlika u aktivnosti lipaze
izmerene spektrofotometrijskom metodom u zavisnosti od
starosne dobi.

Kada je ispitivan uticaj starosti u podgrupama Zzena i
muskaraca na aktivnost lipaze odredene pomoc¢u obe metode
nije pronadena statisticki znacajna razlika u aktivnosti lipaze
u zavisnosti od starosne dobi.

11 Ispitivanje distribucije podataka

Statisticki je dokazano da je raspodela log-normalana, a
provera raspodele aktivnosti lipaze u serumima ispitanika
uradena je Chi-kvadrat testom za obe metode. Prikaz lognor-
malne raspodele raspodele za spektrofotometrijsku metodu
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posebno kod muskaraca i Zena kao i u zajednic¢koj grupi dat
je naslikama 3,41 5.

Prikaz normalne raspodele podataka aktivnosti lipaze
odredene pomocu turbidimetrijske metode u celoj populaciji
i pojedinacno kod muskaraca i Zena dat je na slikama 6, 7 i
8.

1V Odredivanje referentnih vrednosti
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Slika 3. Prikaz raspodele rezultata dobijenih odredivanjem
aktivnosti lipaze u serumima Zena spektrofotometrijskom

metodom
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Slika 4. Prikaz raspodele podataka dobijenih odredivanjem
aktivnosti lipaze u serumima muskaraca spektrofotometrijskom

metodom
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Slika 5. Prikaz lognormalne raspodele podataka dobijenih
odredivanjem aktivnosti lipaze u serumima cele populacije
spektrofotometrijskom metodom

Referentne granice za aktivnost serumske lipaze
odredene spektrofotometrijskom metodom sa 1,2-o-dilauril-
rac-glicero-(6-metil rezurofin) estrom gluterne kiseline kod
odraslih osoba 9-57 U/L. Kod Zena je istim postupkom
utvrdena granica referentnih vrednosti 9-62 U/L, dok je kod
muskaraca referentna granica za spektrofotometrijsku meto-

du 9-48 U/L.
Primenom istog statistickog postupka za turbidimetrijsku

metodu u kojoj se koristi triacil glicerol kao supstrat dobi-
jene su vrednosti referentnih granica kod odraslih osoba 29-
236 U/L. Kod Zena je istim postupkom utvrden referentni
interval 26-228 U/L, dok je kod muskaraca referentni inter-
val za turbidimetrijsku metodu 29-257 U/L.
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Slika 6. Prikaz normalne raspodele podataka dobijenih
odredivanjem aktivnosti lipaze u serumima cele populacije
pomocu turbidimetrijske metode
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Slika 7. Prikaz normalne raspodele podataka dobijenih
odredivanjem aktivnosti lipaze u serumima Zena pomocu tur-
bidimetrijske metode
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Slika 8. Prikaz normalne raspodele podataka dobijenih
odredivanjem aktivnosti lipaze u serumima muskaraca pomocu
turbidimetrijske metode

DISKUSIJA

Evaluacija klinickih karakteristika laboratorijskih testo-
va se sprovodi da bi se utvrdilo koliko se pouzdano testom
moze predvideti ili iskljuciti postojanje nekog oboljenja.
Osetljivost testa govori o verovatnoci da test bude pozitivan
u slucaju prisustva oboljenja, a specifi¢nost testa govori o
verovatnoci da test bude negativan u slu¢aju odsustva obol-
jenja, tako da su ove dve karakteristike u inverznom odnosu.
Tacnost je najfundamentalnija osobina odredivanja koja daje
mogucnost pravilne klasifikacije pacijenata u relevantne
grupe.

Prilikom uvodenja nove metode u laboratorijsku praksu
potrebno je uraditi korelaciju metoda. Na osnovu nje se
moze videti kakvo je slaganje dobijenih rezultata, i da li se
rezultati dobijeni novom metodom mogu koristiti za
pracenje toka bolesti ako je bolest utvrdena prethodnom
metodom. Na trzi§tu Srbije u najvecoj meri su zastupljene

Originalni clanci/ Original articles



dve metode za odredivanje aktivnosti lipaze u serumu — tur-
bidimetrijska i spektrofotometrijska metoda. Do sada nije
bilo radova u kojima su poredene ove dve metode. Rezultati
u prikazanom radu su pokazali visoku korelaciju (r=0,75)
izmedu spektrofotometrijske i turbidimetrijske metode za
odredivanje aktivnosti lipaze u serumu, tako da se rezultati
dobijeni bilo kojom od ove dve metode mogu Koristiti za
praéenje toka bolesti. Obe metode su pokazale dobru repro-
ducibilnost, osetljivost i preciznost (dobijeni KV < 3,2% za
spektrofotometrijsku, i < 2,3 % za turbidimetrijsku metodu).

Proizvoda¢i biohemijskih reagenasa preporucuju da
svaka laboratorija odredi ocekivane odnosno referentne
vrednosti ispitivanog parametra, zbog karakterisitka popu-
lacije koju data laboratorija pokriva. Referentne vrednosti
omogucavaju poredenje podataka pri interpretaciji labora-
torijskih rezultata pacijenata. Referentne vrednosti se mogu
dobiti od ,,zdravih” osoba, ili, u odredenim slucajevima, od
pacijenata sa specificnim bolestima ili u definisanim
klini¢kim stanjima. Utvrdivanje referentnih vrednosti je obi-
man posao koji obuhvata odabir pogodnih referentnih osoba,
pripremu ovih osoba za standardizovano uzimanje uzoraka,
analiziranje uzoraka, statistiCku analizu i predstavljanje
dobijenih rezultata (13), Postoji mali broj podataka koji veri-
fikuju razlike u referentnim populacijama osim za najcesce
karakteristike - godine i pol, dok se druge kao $to su etnicka
pripadnost, upotreba lekova, alkohola, puSenje, fizicka
aktivnost ¢esto zapostavljaju (14). Za odredivanje referentnih
vrednosti IFCC preporucuje interpercentilni interval,
odnosno odredivanje fraktila. Fraktili su kvantitativne
vrednosti izmedu kojih (ukljucujuéi i te vrednosti) lezi
specifi¢na centralna frakcija raspodele referentnih vrednosti,
koja obicno iznosi 0,95-ti deo raspodele (ili 95%); u tom
slucaju se donja i gornja referentna granica odreduju kao
fraktili 0,025, odnosno 0,975 (11,13),

U ovom ispitivanju koriS¢ena je direktna metoda za
odredivanje referentnih vrednosti aktivnosti lipaze za nasu
populaciju, pomo¢u dve najcesée koriS¢ene metode. An-
ketirano je 252 zdrava dobrovoljca koja su negirala da imaju
bilo koju bolest, nepusaca, i koji ne uzimaju bilo koji lek. Od
ukupnog broja ispitanika bilo je 125 Zena starosti 45,3 +
11.93 godina, i 127 muskaraca starosti 39,6 + 8,86 godina.

U zajednickoj grupi koju su sacinjavali svi ispitanici
izmerena aktivnost lipaze spektrofotomtrijskom metodom
bila je 25,93 = 12,6 U/L, dok je aktivnost enzima izmerena
turbidimetrijsom metodom bila 113,62 = 51,7 U/L.

Kod Zena je izmerena aktivnost lipaze spektrofotometri-
jskom metodom 30,02 £+ 13,9 U/L, dok je kod muskaraca
izmerena aktivnost enzima istom metodom bila 21,6 + 9,6
U/L, i ova razlika se pokazala kao statisticki znacajna
(p<0,001).

Kod zZena je izmerena aktivnost lipaze turbidimetrijskom
metodom 118,74 + 50,1 U/L, dok je kod muskaraca izmere-
na aktivnost enzima istom metodom bila 108,59 + 53 U/L.
Poredenjem srednjih vrednosti dobijenih aktivnosti za lipazu
kod muskaraca i zena pomocu ove metode razlika izmedu
njih nije dokazana.

Da bi se ispitao uticaj starosti na aktivnost lipaze u seru-
mu ispitanici su podeljeni na osnovu starosne dobi u pet
grupa (17-30; 31-40; 41-50; 51-60; i 61-80 godina).
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Analizom varijanse ispitan je uticaj starosti kako u
zajednickoj grupi tako i u pojedina¢nim grupama zena i
muskaraca. Pronadena je statistiCki znacCajna razlika
(p<0,05) u aktivnosti lipaze izmerene turbidimetrijskom
metodom u zajedni¢koj grupi i to izmedu najmlade i najstar-
ije podgrupe ispitanika, dok za spektrofotometrijsku metodu
nije pronadena razlika izmedu starosnih podgrupa. Ovakva
razlika u rezultatima dobijenim pomoéu dve metode moze se
objasniti da se kod starijih osoba pojavljuje veéi broj inter-
ferenata, verovatno medikamentoznog porekla, koji uticu na
turbidimetrijsku, ali ne i na spektrofotometrijsku metodu.
Kada je ispitivan uticaj starosti u podgrupama zena i
muskaraca na aktivnost lipaze odredene pomoéu obe metode
nije pronadena statisticki znacajna razlika u aktivnosti lipaze
u zavisnosti od starosne dobi.

Nakon odredivanja aktivnosti enzima lipaza u serumu
ispitanika sa obe metode, izvrsili smo ispitivanje distribuci-
je podataka. Kod svih ispitanika za obe metode imali smo
lognormalnu distribuciju podataka, S$to je dokazano
kori§¢enjem Chi-kvadrat testa. Ovakva raspodela podataka
je uslovila da se za odredivanje korelacije metoda mora
koristiti neparametarski Spearmanov test.

1z istog razloga prilikom obrade ispitanika odredeni su
percentili iz kojih su neparametarskim testom izracunate
gornja i donja granica referentnih intervala za spektrofo-
tometrijsku i turbidimetrijsku metodu. Za odrasle osobe su
odredene granice referentnih vrednosti aktivnosti lipaze
spektrofotometrijskom metodom 9-57 U/L (13-60 U/L
vrednosti date uz test proizvodaca). Kod muskaraca su vred-
nosti bile nize i iznosile su od 9-48 U/L, dok je kod Zena
istim postupkom utvrdena granica referentnih vrednosti 9-62
U/L. Za populaciju SAD-a za su utvrdene referentne vred-
nosti 0-60 U/L date od strane Americkog udruZzenja za
klini¢ku hemiju (15),

Primenom istog statistickog postupka za odredivanje re-
ferentnog intervala enzimske aktivnosti lipaze u serumu
zdravih ispitanika pomocu turbidimetrijske metode u kojoj
se koristi triacil glicerol kao supstrat dobijene su vrednosti
referentnih granica: kod odraslih osoba 29-236 U/L; kod
zena je referentni interval 26-228 U/L, dok je kod muskara-
ca referentni interval 29-257 U/L. NeSto viSe vrednosti ref-
erentnog intervala kod muskaraca u odnosu na Zene se mogu
objasniti prisustvom vece koncentracije lipida u serumu
muskaraca u odnosu na serume Zena. Poznato je da kod tur-
bidimetrijskih metoda dvogube i trogube veze koje su
prisutne na lipidima uti¢u na metodu zbog direktnog uticaja
na izmereni turbiditet. Znajuéi da je nivo lipida kod Zena nizi
u odnosu na muskarce razumljivo je §to su referentne vred-
nosti dobijene turbidimetrijskom metodom nize kod Zena u
odnosu na muskarce.

Kada je u pitanju turbidimetrijska metoda za odredivanje
aktivnosti lipaze u serumu, referente vrednosti za populaciju
zdravih ispitanika dobijene u ovom radu razlikuju se od ref-
erentnih vrednosti koje je dao proizvodaé¢ uz test za
odredivanje aktivnosti lipaze sa triacilglicerolom kod
odraslih osoba i koji iznosi 0-190 U/L, koliko iznosi refer-
entni interval za populaciju Velike Britanije (15). Ovaj
podatak je ukazao na potrebu za odredivanjem referentnih
granica za biohemijske parametre u populaciji Srbije, a zbog
ve¢ pomenutih etnickih, psihosocijalnih i razlika u ishrani.
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ZAKLJUCAK

Izmedu spektrofotometrijske i turbidimetrijske metode
za odredivanje aktivnosti serumske lipaze postoji visoka

turbidimetrijskom metodom raste sa starenjem. Spektrofoto-
metrijska metoda za odredivanje aktivnosti za odredivanje
aktivnosti lipaze ima izvesnu prednost nad turbidimetri-
jskom metodom zbog manjeg uticaja interferenata i veceg
opsega linearnosti.

korelacija. Aktivnost lipaze kod odraslih osoba izmerena

Abstract

Lipases are enzymes which hydrolyze esters of glycerol and long chain fatty acids.
Determination of serum lipase in detecting pancreatic diseases is more specific and sensi-
tive marker than determination of a-amylase activity, and has been included in necessary
determining when abdominal pain appears. On racial and ethnic differences, differences in
diet, physical activity, and general lifestyle, it is necessary to establish reference values of
biochemical parameters for each population separately. This study was directed to exam-
ine correlation between two different methods, turbidimetric and colorimetric, for the
determination of lipase activity in serum, as well as the determination of the reference val-
ues for these two methods. For this purpose, in a total of 252 patients (125 women and 127
men), ages of 20-80 years, the lipase activity was determined in the serum of patients with
both methods. The results showed high agreement of these two methods (r=0.75, p<0.01).
Obtained reference limits for serum lipase activity by spectrophotometric method in adults
are 9-57 U/L; the limits of reference values are 9-62 U/L in women and 9-48 U/L in men.
For turbidimetric method obtained reference limit for adults are 29-236 U/L; reference
range are 26-228 U/L in women and 29-257 U/L in men. Healthy adult women in Serbian
population have significantly higher values of lipase activity in serum and a higher upper
limit of the reference values determined by spectrophotometric method compared to men.
Lipase activity in adults measured turbidimetrically increases with aging.

LITERATURA

1. Tietz NW, Shuey DF. Lipase in serum-
the elusive enzyme: an overview. Clin Chem.
1993; 39:746-756.

2. Diani G, Poma G, Novazzi F, Zanirato S,
Porta C, Moroni M, et al. Increased serum
lipase with associated normoamilasemia in can-
cer patients. Clin Chem. 1998;44:1043-5.

3. Thomas L. Clinical Laboratory
Diagnostics: Use and assessment of clinical lab-
oratory results. st ed. Frankfurt/Main: TH
Books-Verl-Ges, 1998;95-97.

4. Banks P, Bollen T, Dervenis C, Gooszen
H, Johnson C, Sarr M, et al. Classification of
acute pancreatitis — 2012: revision of the Atlanta
classification and definitions by international
consensus. Gut. 2013;62:102-11.

5. Stoytcheva M, Montero G, Zlatev R,
Leon JA, Gochev V. Analytical methods for
lipase activity determination: A review. Curr
Anal Chem 2012;8:400-407.

6. Neumann U, et al. 1.3.1.2 Turbidimetric
method, in Bergmeyer Methods of Enzymatic
Analysis, Third edition, Verlag Chemie1984;
vol IV.

7. Gilham D, Lehner R. Techiques to meas-
ure lipase and esterase activity in vitro.
Methods. 2005;36(2):139-47.

8. Desnuelle, P. Pancreatic lipase. Advances
in Enzymology and Related areas of Molecular
Biology 2009;23.

9. Panthegini M, Bonora R, Pagani F.
Measurement of pancreatic lipase activity in
serum by kinetic colorimetric assay using a new
chromogenic substrate. Ann Clin Biochem.
2001;38(4):365-70.

10. Vesper HW, Miller WG, Myers GL.
Reference materials and commutability. Clin
Biochem Rev. 2007;28(4):139-147.

11. Majki¢-Singh N, Spasi¢ S, Stojanov M,
Jeli¢-Ivanovi¢ Z, Kalimanovska V. Medicinska
biohemija - principi i metode. Praktikum
Beograd, 1995.

M Rad je primljen 21.10.2014. Revidiran 30.10.2014.

Prihvacen 10.11.2014.

12. Harris EK, DeMets DL. Effects of
intra- and inter-individual variation on distribu-
tions of single measurements. Clin Chem.
1972;18:244-249.

13. Solberg HE. The IFCC recommendation
on estimation of reference intervals. The RefVal
Program. Clin Chem Lab Med 2004;42(7):710-
714.

14. Ritchie RF, Palomaki G.Selecting clini-
cally relevant populations for reference inter-
vals. Clin Chem Lab Med. 2004;42(7):702-709.

15. Taes YE, et al. Prolonged
Hyperamilasemia Attributle to a Novel Type of
macrolipase. Clin Chem. 2000;46:2008-213.

Originalni clanci/ Original articles



