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PERCAKTIMI [ FOSFOLIPIDEVE NE BILE ME METODEN ENZIMATIKE E ME
DIGJESTION

TEUTA DEDEJ, STILIAN BUZO, BASHKIM RESULI*

Summary
ENYMATHIC AND DIGESTIVE METHOD FOR THE DATERININATION OF PHOSPHOLIPIDS IN BILE

A simple, sensitive and rapid method for measuring the phospholipid (PL) conient in bile was described. The
methods is based on the use of a combination of three enzymes: phospholipase D, which hydrolize biliary phospholipids,
choline, oxidase which oxydase the liberated choline and peroxidase which action couples 4-aminoantipirine and phenol
to form a red pigment. The assay was shown to be specific, sensitive, accurate and precise. In the present study the
result obtained with the upmentioned method were compared with those obtained by a modified Fiske and Subbarow
(Svanborg method) on the same sample. This method involve preliminary digestion of phospholipids with acid as an
obligatory step fot the conversion of organic into inorganic phosphorur. We found the results of the two methods to be
in close agreement (r=098). The first method combines a short analysis time with an ¢levated precision. The conventional
method gives a slight overestimation of phospholipids in bile.

pércaktimi fosfolipideve né bile ka marr¢
njé réndési & vecanté kéto vitet ¢ fundii né studimet
mbi formimin e guréve té kolesterolit né vezikén
buliare si dhe né monitorimin e pacientéve t&
trajtuar me acidin ursodeoksikolik (UDCA), njé
agjent i afté & shkrijé kéro guré. (1,2,3) e fakt

kolesteroli né bile, solubilizohet me ané & mucelave

mikse t& pérbéra nga PL e acidet biliare. Acidei
biliare jané esenciale pér solubilizimin e PL. PL
nga ana e tyre, jané t& domosdoshme pér té
solubilizuar ¢ gjendur né bile. Pércaktimi i
njékohshém i tre lipideve na lejon t& pércaktojmé
“indeksin™ a saturimit né kolesterol” t€ biles.

Ky indeks paraqet njé réndési klinike né
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monitorimin ¢ pacientéve me guré kolesternike
biliare apo té pacientéve me risk pér t& formuar €
tille.(4,5)

Metoda konvencionale e pércaktimit € PL
pérfshin njé “digjestion” paraprak t& PL me ané té
acidit, si njé hap obligator pér kihimin e fosforit
organik né inorganik, i ndjekur nga pércaktimi i
fosfateve, i bazuar né reduktimin e acidit
fosfomobdik né njé kompleks me ngjyré. (6) Né
kété punim éshté shqyrtuar mundésia e pérdorimit
té njé pércaktimi direkt t¢ PL né bile duke
evidentuar késhtu digjestionin paraprak me acid dhe
pérdotimin e reagentéve korrozive t€ pérdorur né
metodén konvencionale.
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Materiali dbe metodat

U pércaktuan Pl né bilen ¢ 31 pacient€ve me
guré né kolecisté me metodén direkte enzimatike
dhe até me digjestion. Kampionet e biles u pérftuan
me ané té sondimit duodenal pas stimulit t€
kolecistét me Ceruletine (Takus, Farmitalia Carlo
Frba Gmbh, Hamburg, Germany). Pér metodén
enzimatike, u pérdor kit Phospholipid B i Wako
Chemicals, USA, Inc. bila u hollua paraprakisht me
isopropanolol (1/10).

Principi i metodés enzimatike: PL ¢
pérmbajné k oliné si lecina, lizolecitina ¢
sfingomielina hidrolizohen nga enzima fosfolipaze
D me pasojé formimin e kolinés si dhe respektivisht
8 acidit fosfatik, acidit lizofosfatidik dhe N-
acilsfingofosfatik. Kolina e ¢liruar oksidohet nga
enzima kolinoksidaza né beting, me prodhimin
simultan t€ peroksidit t€ hodrogjenit. Ky i fundit
né presencé t&€ enzymés peroksidaze reagon me 4-
aminoantipirinén dhe fenolin duke prodhuar njé
kromogjen me absorbim maksimal né € =>5Gnm.

Matjet u kryen né spekrofotometér ANTHOS
2010 me filtér 492nm. Pér metodén me dogjestion
apo me mineralizim u pérdor gjithashtu kampione
bile t& holluara me isopropanolol 1/10.

Principi i metodés me digjestion: Matriksi
organic (né kété rast fosfori), “treté” (transformohet
né komponime inorganike) né njé ambjent acid dhe
né temperaturé & larté; mé tej fosfori inroganik
pércaktohet me metodén kolorimatrike.

Ekzistojné mjaft variante t& késaj metode,
por né pérdorim até t& Svanborg, né (€ cilén pérdoret
njé pérzierje e acidit sulfuric me até perklorik né
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njé temperaturé 180°C (12 oré) pér procesi: e
digjestionit ¢ mé tej shirytézohet forimimi i RS
kompleksi fosfomolibdik me ngjyré blu me
absorbim maksimal né 800nm. Kongentrimi i
fosforit inorganik € formuar i korespondon atij té
fosforit organik apo PL t€ pranishme né bile, vetém
nése né kampion nuk éshté¢ i pranishém fosfor
inorganik (fosfate).

Matjet u kryen né sprektrofotometri PERKIN
ELMER Bio 20, é=800nm. Pér ¢do metodé u
pércak ua koefigientét e variacionit né % intra-assay
dhe inter-assay. Koeficienti i korrelacionit midis
dy metodave u logarit sipas Pearson.

Rezultatet

Kurba e kalibrit, pér metodén enzimatike,
ishte lineare né koncentrimin nga 0 deri 1000mg/
100ml duke pérdorur kolinén dhe lecitinén si
starndarte. Pérgjigja e njéjté pér t& dy starndartet
konfirmon hidrolizén komplete t& lecitin€s nga ana
e fosfolipazés B. riprodhueshméria e kurbés
standarte u vierésua né 5 matje t€ ndryshme. Cdo
piké e kurbés pérfagéson mesataren e +2 DS.

Né& tabelén nr.1 tregohen vlerésimet intra-
assay dhe inter-assay pér t€ dy metodat duke
pérdorur tre “pool” té ndryshme té biles, pér
kongentrime té ulta, té mesme dhe t€ larta té PL né
bile. Té dhénat tregojné se saktésia dhe
pérséritshmeéria e metodés enzimatike €shté mé e
miré se ajo e metodés me digjestion.

Krahasimi i dy metodave ka treguar njé
pérputhje t& miré t& vlerave t&¢ PL né kampionet
tona té pérftuara me & dy metodat.(figura nr.1)

Intra - assay
Metoda me digjestion ~_Metoda enzimatike
No X SD CV% X SD CV%
Vlierat e ulta 5 080 | 0.02 2.5 0.79 1.01 1.2
Vlerat mesatar 5 355 0.05 14 3.50 0.03 0.8
Vlerat e larta 5 960 | 0.10 1.04 9.55 0.04 04
| Intra - assay
Metoda me digjestion Metoda enzimatike
No X Sb CV% X SD CV%
| Vierat e ulta 5 097 | 007 9 0.76 0.03 39
Vlierat mesatar 5 412 0.21 6.1 335 0.08 2.4
Vierat ¢ larta 5 12.3 0.26 2.8 943 0.11 12
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Metodat klinike @ pércaktnmit t& Pl né bile
jané 16 gjata dhe claboative. Dizavantaxhi ¢ ketyse
metodave géndron ne faktin se ato pérdorm
substanca mjaft korrozive st acidr perk dorik ¢ acidi
sulluric. konsumojng kohe ¢ gjaté dhe nuk mund
t& aplikohen né njé dutodnahz,mm (63 Paragifja ¢
njé metode enzimatike dirckte peo ' ‘
avantazh 18 madh ng analizén ¢ Lpse

Neé fakt lipidet e tjeré bulare st kow.
uudu bihiare mund (& pércaikiohen ¢ .
duke perdorur metoda dirckte. Metoda eozimatis:
b 18 mundur qé dhe PL € pércaktohen n¢ kete
ménvre. Kjo metodé ben 8 mundur t€ fitohet
informacion mbi pérbérjen lipidike biliare dmth
mbi “indeksin e saturimit ¢ biles né kolesterol”,
disa oré pas drenimit biliar. duke kthyer kété indeks
né njé test me vleré klinike. (7)

Metoda enzimatike €shté relativisht ¢
thjeshié né ekzekutim dhe mé ¢ shpejlé: Cshte myalt
specifike pér lecitingn (gé pérbén rreth 98% 1€ PL
bitiare) dbe lipidet e teré nuk interferopné né vierat

‘i‘
4]

¢ say Kjo vegort specifike €shté mjaft e
réndésishme pasi vetém  fosfort organike

kombinohet me kolesterolin dhe acidet biliare pér
(& formuar micelat mikes né bile.

Metoda me digjestion, pa njé ekstraksion
parapiak t& PL jep nje¢ mbivterésim té tyre s1 pasoit
¢ prezencés né bile 1€ fosforit norganik; Wiegard
ot al. kang treguar se né bile ka njg sasi €

fosforit total) e cile korrclon me sasing ¢ fostor
organik.(8)

Zbritja ¢ fosforit inorganik ¢sht¢ myaft ¢
réndésishme kur Hogantet indeksi 1 satunmit
bilcs veganérisht né kampione bile realitivisnt te

wolluara, Cdo 11“!0‘51)L1’[)Uﬂlju ndérmet PL & amtura

: i nd <hetestion dhe até enzimaiike mund

) asencés né kampionin e biles (€

fosforit morganik N fakt shibet dhe né kéte pumm

njé mbivierésim ¢ fehie © PL pate aphikinit 1€
metodés me digjestion.

Efekti 1 bilirubings né pércakinmin ¢ PL
biliare ésheé studiuar nga Roda et la; né fakt. mpom
molar i PL nday bilirubinés éshté mé 1 vogél né hile
se sa né serum (aférsisht 10 né bile ¢ 100 né serum).
(9) Né kéto kushte autori ka treguar njé mbrvleresim
t6 PL né viera 5-8%. Ky efekt 1 dedikohet
absorbancés té bilirubings né 505nm dhe éshie ¢
mundshme t& eleminohet ky fenomen duke matur

blankun pér ¢do kampion. Kolina endogjenc
prezente né bile éshté nj¢ substrar spectfik pér
enzimén koling oksidazé dhe pér kéré arsve dshie ¢
nevojshme € evitohet kjo me ané 1€ nj¢ blanku
shtesé: fatkegésisht kitet ng pérdonm nuk siguropd
enzisna ndarazi pér t6 mundésuar vlerésimin ¢ sasive
té tyre. Nga ana tjetér korrelacioni 1 mué mc
metodén me dxgu,stxon i vérejtur edhe né pummia
toné, pérjashton njé ndérhyrje & réndésishme &
kofinés prezente né kampionet ¢ biles (9.10.11)
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Pérfundimi
Metoda enzimatike rezulton mé specifike dhe
sensitive e mé pérséritshmérl me t& miré se ajo me
digjestion, késhtu gé ajo pérbén njé alternative té
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