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Resumen: la tuberculosis es un problema de salud publica y se hace necesario contar con
métodos de laboratorio que permitan apoyar su diagndéstico oportuno. A pesar de las diferencias
reportadas en cuanto a sensibilidad y especificidad de la técnica para la determinacion de la
enzima adenosina deaminasa, su medicién se ha utilizado en el diagndstico de tuberculosis ex-
trapulmonar, ya que participa principalmente en el catabolismo de las purinas en la diferenciacion
y proliferacion linfocitica que se presentan como respuesta ante antigenos micobacterianos. El
objetivo de este estudio fue estandarizar la técnica para la medicién de adenosina deaminasa en
liquidos de cavidades estériles, asf como analizar los factores que podrian afectar el resultado
final. Con este fin se recolectaron 100 muestras de liquidos de cavidades estériles, con diferentes
aspectos y condiciones de almacenamiento. Para su analisis se empled la técnica que reco-
mienda el Instituto Nacional de Salud, institucién que realizé el control externo del proceso. Se
logré estandarizar la técnica con resultados similares a los obtenidos en el Instituto Nacional de
Salud. Se concluyd que el utilizar muestras almacenadas por mas de 24 horas a temperaturas
inferiores a -20°C, turbias o purulentas de las que se aisle algin microorganismo diferente a
Mycobacterium tuberculosis, o que presenten algin grado de hemdlisis afectan los valores finales
de la enzima y podrian aumentar el porcentaje de falsos positivos para tuberculosis.
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]2 tuberculosis es una enfermedad infecto contagiosa producida en el hombre,
@ por dos especies de micobacterias, M. tuberculosis y Mycobacterium bovis.

_A| Usualmente la infeccion inicial compromete el pulmoén, pero puede diseminarse
y producir enfermedad en cualquier sistema [1]. Diariamente mas de 20.000 personas
desarrollan tuberculosis activa y 5.000 mueren por su causa. Colombia estd ubicada de
acuerdo a su tasa de incidencia en el rango de 25 a 49 casos por 100.000 habitantes [2].

El diagnostico de esta enfermedad se basa en dos métodos de laboratorio: la baciloscopia
cuya sensibilidad es del 60% y el cultivo con una sensibilidad cercana al 90% el cual requiere
entre 3 a 6 semanas para el crecimiento de la micobacteria [1]. Estas pruebas, por tanto, no
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son suficientemente oportunas en el sentido clinico, pues retardan una decision terapéutica
apropiada. Actualmente los esfuerzos se dirigen hacia la biisqueda de una prueba con igual
sensibilidad al cultivo, pero con resultados en menor tiempo [1,3-5]. En este contexto, se han
desarrollado pruebas diagndsticas como la busqueda de antigenos especificos por radioinmu-
noensayo, hibridacion de acido nucléico, luciferasa, tuberculina, Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (RCP), cultivo en capa delgada, deteccion directa de la bacteria mediante el uso
de bacteriofagos y de anticuerpos IgG contra el factor TDM de la pared de este microorganis-
mo, empleando una técnica de ELISA asi como la determinacion de los niveles de la enzima
adenosina deaminasa (ADA).

ADA esuna enzima que participa en el catabolismo de las purinas, catalizando la deaminacion
de adenosina para formar inosina y amoniaco y por ello ejerce su actividad practicamente en
todos los tejidos. Su accion fisioldgica esta relacionada con la proliferacion y diferenciacion
linfocitica, por lo tanto su deficiencia se asocia con una inmunodeficiencia que afecta a las
células T y B [6]. Por el contrario, sus niveles se encuentran elevados en procesos inmunes
mediados por células, teniendo mas relacion con el estado de maduracion que con el nimero
de linfocitos T. La elevacion de ADA en liquidos corporales, se ha utilizado como un marca-
dor indirecto de empiema, meningitis o peritonitis tuberculosa en las que hay aumento en la
actividad linfocitica en respuesta a los antigenos de la micobacteria [1]. La determinacion de
la actividad de ADA en suero no se utiliza en el diagnéstico de tuberculosis extrapulmonar
por su baja especificidad, pues se encuentra aumentada en otro sin niimero de entidades in-
fecciosas y no infecciosas [7 y 8].

Existen 3 isoformas de ADA, ADA , ADAI_CP y ADA, esta Giltima, sintetizada exclusivamente
por monocitos y macrofagos, para ella, un estudio reportéd una sensibilidad del 100% y espe-
cificidad del 86.4% en el diagndstico de meningitis tuberculosa [9].

La medicion de ADA total ha tenido un gran uso y se le ha atribuido un alto valor diagnéstico
en muchas partes del mundo [3]. Su utilidad ha sido lo suficientemente validada en varios
trabajos como para poder aceptarla como un método de rutina en la ayuda diagndstica de la
tuberculosis extrapulmonar [10].

Dado el valor que se le ha atribuido a la técnica en el diagndstico de tuberculosis y las diferen-
cias reportadas en cuanto a su sensibilidad y especificidad [3,7], el objetivo de este trabajo, fue
estandarizar la técnica de medicion para la enzima adenosina deaminasa total, identificando
condiciones propias de la muestra, de su procesamiento y conservacion, que afectan el valor
final y por ende su utilidad.

Materiales y métodos

Recoleccion de muestras

Se recolectaron 100 muestras de: liquidos cefalorraquideo, pleurale, pericardico y peritoneal,
que llegaron al laboratorio clinico de la Clinica Universitaria Bolivariana (CUB) en el periodo
comprendido entre el 16 de agosto y el 8 de octubre del 2003. Las muestras se centrifugaron a
2500 rpm durante 20 minutos con el fin de identificar hemolisis. Segiin recomendaciones del
Instituto Nacional de Salud (INS), las muestras deben ser almacenadas a -20°C o permanecer
maximo 24 horas a 4°C antes de ser congeladas [11]. Para la recoleccion de estas no se tuvo
en cuenta ningln parametro de seleccion, en cuanto a la temperatura de almacenamiento y el
aspecto de la muestra, con el fin de analizar los factores que en ellas se pueden presentar y
que alteran los resultados.
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Preparacion de reactivos

Se prepararon las soluciones madre necesarias para realizar las curvas de calibracion y para
el posterior procesamiento de las muestras. Se elaboraron los siguientes reactivos que fueron
almacenados a 4°C:

Buffer fosfato a una concentracion final (CF) de 50 mM y pH de 6.5, que contenia fosfato
4cido de sodio Na,HPO,.H,O y fosfato dibasico de sodio Na,HPO,

Solucién de sulfato de amonio (NH,),SO,. CF 15 mM
Solucioén de fenol 106 mM, Nitroprusiato 0.17 mM
Solucion de hipoclorito alcalino 11mM NaCLO, 125 mM NaOH

Curva de calibracion

Para comprobar la calibracion del fotocolorimetro a utilizar (Spectronic 20 de Milton Roy
Company), se ley6 3 veces la absorbancia de cada patrén, en un espectofotometro ya cali-
brado (Biorad, Start Spect ™ 3.000), facilitado por la Unidad de Biologia Molecular de la
Corporacion para Investigaciones Biologicas (CIB), obteniendo un promedio de las lecturas,
que fue comparado con los valores obtenidos en el fotocolorimetro. En ambos casos se ley6 a
una densidad optica de 628 nm, contra un blanco de reactivo. Los valores se ubicaron en una
gréfica de absorbancia versus concentracion.

El método es lineal a una concentracion entre 25 y 75 U/L, para comprobar dicho aspecto, se
realizé una curva de calibracion con concentraciones de 25, 37,5, 50, 62,5 y 75 U/L a partir
de las soluciones de sulfato de amonio y buffer fosfato.

Se utilizé 400 pl de buffer fosfato como blanco y la misma cantidad para cada uno de los pa-
trones. Se incubaron en bailo Maria a 37°C durante 60 minutos. Pasado este tiempo, se agregd
1.200 pl de fenol nitroprusiato, se mezcl6é inmediatamente, luego, se adiciond 1.200 pl de
hipoclorito alcalino, se mezcldé nuevamente, se taparon y por ultimo, se llevaron a incubar a
bafio Maria a 37°C por 30 minutos. Posteriormente, se realiz6 la lectura de las absorbancias
de los patrones a 628 nm contra el blanco [11].

Los patrones se prepararon en 3 dias consecutivos, uno cada dia y se almacenaron a 4°C, con
el fin de determinar su estabilidad después de su elaboracion. Se utilizaron las designaciones
A, B, y C, para los patrones. Luego, para cada uno se realizo una curva de calibraciéon y una
regresion lineal.

Procesamiento de las muestras y medicion de ADA

La técnica para la determinacion de ADA, se basa en la cuantificacion de amoniaco produ-
cido al poner en contacto la adenosina (sustrato) con la adenosina deaminasa, presente en la
muestra, en condiciones adecuadas de pH, tiempo y temperatura. El amoniaco producido es
directamente proporcional a la cantidad de enzima presente en la muestra [11].

ADA
Adenosina + agua inosina + amoniaco (NH,)
37°C—-pH 6.5
NH, + fenol nitroprusiato + hipoclorito alcalino ————— indofenol azul
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Se incluyo un blanco para cada una de las muestras, un blanco de adenosina, un blanco de
reactivo cuya absorbancia no debe ser mayor de 0,040 leido contra agua destilada y el patron
IIT (50 U/L), preparado previamente [11].

Aplicando la técnica para la determinacion de ADA establecida en el protocolo del INS, se
marcaron 5 tubos como blanco de reactivo, blanco de adenosina, patrén, blanco de muestra
y muestra. En el primero se sirvié 200 pl de buffer fosfato y 10 pl de agua destilada, en el
segundo 200 pl de adenosina mas 10 pl de agua destilada, en el tercero 100 pl del patrén a
utilizar y 10 pl de agua destilada, en el tubo para blanco de la muestra, se sirvié 200 pl de
buffer fosfato y 10 pl de la muestra y en el ultimo, 200 pl de solucion de adenosina mas 10
pl de la muestra.

Luego, se llevo a incubar en bafio Maria a 37°C por 60 minutos. Pasado este tiempo a cada
tubo se la adiciond 600 pl de fenol nitroprusiato, se mezclaron y se les agregé 600 pl de
hipoclorito alcalino, se mezclaron nuevamente, se taparon y se llevaron a incubar en bafio
Maria a 37°C por 30 minutos.

Finalmente se ley6 todo a una absorbancia de 628 nm, llevando a cero contra agua destila-
da.

La concentracion de ADA en U/L se determino utilizando la siguiente formula [11]

Actividad: A-B xD:U/La37°C
C

Siendo:

A= (Abs. Muestra) — (Abs. blanco muestra)

B= (Abs. blanco adenosina) — (Abs. blanco reactivo)
C= (Abs. Patron) — (Abs. Blanco de reactivo)

D= Concentracion del patron utilizado

Abs.= absorbancia

Luego de realizar la medicion de ADA en cada uno de los liquidos, se observo la influencia
en sus niveles, del aspecto de la muestra, temperatura de almacenamiento, tiempo de perma-
nencia a 4°C, el descongelar varias veces y si en su cultivo se obtuvo crecimiento de algiin
microorganismo.

Controles externos: Se envio un namero de 20 muestras al INS como control de calidad externo
que incluian todas las clases de liquidos analizados. Ademas, los resultados se compararon
con los obtenidos en otro laboratorio de la ciudad.

Resultados

Calibracion del equipo y de la técnica

Calibracion del fotocolorimetro Spectronic 20

Al comparar las absorbancias obtenidas en el fotocolorimetro Spectronic 20, de los patrones
preparados a diferentes concentraciones, con los obtenidos en el equipo Biorad, Start Spect
™ 3,000, ya calibrado, no se observaron diferencias significativas.
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Curvas de calibracion de la técnica

La comparacion de las curvas de calibracion de los patrones A, B y C, preparados en dife-
rentes dias a concentraciones diferentes pero conocidas, generaron mediciones con variacion
no significativa en los valores de absorbancia entre los patrones de igual concentracion y se
obtuvieron 3 curvas de calibracion con una pendiente entre 0,97 y 1,1 (Tabla 1, Grafica).

Tabla 1. Datos de las curvas de calibracion

Patron Absorbancia de patrones Regresion lineal
I I I v A% a b Aneulo % de
25U/L  37,5U0/L 50U/ 62,5U/L  75U/L el error
A 0,216 0,325 0,444 0,530 0,638 1,28 0,97 44,96 -0,08
B 0,219 0,326 0,447 0,554 0,663 -0,6 1,01 44,99 -0,02
© 0,194 0,338 0,456 0,569 0,684 -4,2 1,1 44,96 -0,08
* Punto de interseccion de la linea operacional con el eje y.
** Pendiente de la linea operacional
n= -
U,/ > |
Y
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— as
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8 04 —
8
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n
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0 12,5 25 37,5 50 62,5 75

concentracion U/L

Muestras y pacientes

Se procesaron 100 muestras de las cuales 34 eran LCR (34%), 22 (22%) correspondian a
liquidos pleurales, 43 (43%) peritoneales y 1 (1%) pericardico. De 71 pacientes, 36 eran de
género masculino, con una edad promedio de 57 afios, 30 de género femenino, con una edad
promedio de 49 afios y 5 neonatos.

Segun valores obtenidos en el laboratorio de micobacterias del INS, los niveles compatibles
con tuberculosis esta por encima de 32 U/L en liquido pleural, de 5 U/L en LCR, de 96 U/L en
liquido pericardico y de 36 U/L en liquido peritoneal [11]. En el presente estudio se consideraron
muestras positivas para ADA aquellas cuyo resultado fue superior a los valores de referencia
y negativas cuando los valores eran inferiores. De las 100 muestras, 27 fueron positivas para
ADA y solo 1 de ellas fue positiva para tuberculosis pleural, las restantes se asociaron en su
mayoria con infecciones bacterianas de otra etiologia (Tabla 2).

Con las muestras, se realiz6 la medicion de 20 controles de concentracion de 50 U/L, utilizando
el control III C preparado para la curva de calibracion. La media de sus absorbancias fue de
0,496 y el valor de referencia determinado para estos fue de 0,434 a 0,558, con una desviacion
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Tabla 2. Diagnosticos diferentes a tuberculosis en los que se obtuvieron valores de ADA mayores a
los valores de referencia.

Muestra VR U/L ADA U/L Diagnostico

LCR <5 7 Trombosis venosa profunda, neumonia, sinusitis, celulitis
LCR <5 13 Neumonia

LCR <5 16 HIV *, meningoencefalitis por C. neoformans

L. pleural <32 37 Lupus eritematoso sistémico, derrame pleural, neumonia
L. pleural <32 141 Neumonia, empiema

L. pleural <32 218 Bronconeumonia, derrame pleural

L. pleural <32 82 Cancer broncogénico, encefalopatia, IRC ™

L. peritoneal <36 178 Megacolon ganglionar

L. peritoneal <36 46 Ulcera péptica perforada

L. peritoneal <36 46 Preeclampsia

L. peritoneal <36 257 Absceso de pared abdominal

L. peritoneal <36 51 Colecistitis, peritonitis biliar por E. coli, hepatitis A, DM1™*
L. peritoneal <36 168 Colecistitis, peritonitis biliar por E. coli, hepatitis A, DM1™*
L. peritoneal <36 103 Peritonitis

L. peritoneal <36 52 Peritonitis

L. peritoneal <36 39 Peritonitis

L. peritoneal <36 48 Sepsis abdominal por C. albicans o C. dubliniensis

L. peritoneal <36 46 Sepsis abdominal por K. pneumoniae

L. peritoneal <36 152 Sepsis abdominal por K. pneumoniae

L. peritoneal <36 111 Sepsis abdominal por P. aecruginosa

L. peritoneal <36 94 Malaria, tromboflebitis y shock séptico, endometritis

L. peritoneal <36 66 Colengiocarcinoma, HTA™ desnutricion

L. peritoneal <36 125 Colengiocarcinoma, HTA™ desnutricion

L. peritoneal <36 162 Colengiocarcinoma, HTA™"" desnutricién

L. peritoneal <36 82 Colengiocarcinoma, HTA™"" desnutricién

* HIV: Virus de la Inmunodeficiencia Humana; ** IRC: Insuficiencia Renal Cronica; *** DM 1: Diabetes
Mellitus tipo 1; **** HTA: Hipertension Arterial

estandar. Ademas, en las mediciones de la absorbancia del blanco de reactivo contra el blanco
de agua destilada, el 92% de las veces fue menor de 0,040, en un rango de 0,013 y 0,037, con
una media de 0,025.

En cuanto a los diagnosticos de tuberculosis, s6lo 1 de los 100 pacientes tenia tuberculosis
pleural, y su nivel de ADA en liquido pleural fue de 64,4 U/L (Valor de referencia (VR) :<32
U/L). Otro paciente al que se le sospechaba tuberculosis, pero que finalmente se le descartd
la enfermedad tuvo un valor de 2 U/L de ADA en LCR (VR:<5 U/L). Un tercer paciente
con secuelas de tuberculosis, tuvo un valor de 2 U/L (VR:<5 U/L) de ADA en LCR y en su
baciloscopia no se observaron bacilos acido alcohol resistente. En los tres casos, los niveles
de ADA se relacionaron con el diagnostico y cultivo del paciente, De las muestras negativas
para ADA en ninguna se hizo diagnostico de tuberculosis.

Con respecto a los cultivos, de 100 muestras analizadas, 27 tuvieron crecimiento de hongos o
bacterias y 17 de estas muestras (63%) tuvieron valores positivos para ADA. Los microorga-
nismos aislados en ellas fueron Staphylococcus coagulasa negativa, Staphylococcus aureus,
Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus viridans, Escherichia coli, Enterobacter cloacae,
Proteus mirabilis, Pseudomona aeruginosa, Enterobacter aerogenes, Cryptococcus neofor-
mans'y Candida albicans o Candida dubliniensis.
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Con la medicion de los niveles  Tapla 3. Influencia del aspecto de la muestra en los valores
de ADA entodos los liquidos, se ~ de ADA.

observd que su aspecto influia Muestras
en los resultados, teniéndose  caracteristicas  Total Positivas para ADA
o
que el 51 /ob('ie lﬁ mue;tra; de Cantidad Porcentaje
aspecto turbio, hemolizado o
p ’ . Turbias 19 8 42 %
purulento, presentaban niveles
iy Hemolisadas 10 7 70 %
positivos para ADA y solo el
11% de las muestras de aspecto ~ Purulentas . & oy
normal, fueron positivas, de  Hemolisadas,
st ! itad habi ido al turbias y/o 8 2 25 %
éstas, la mitad habian sido al- 0 1oria
macenadas por mas de 24 horas Incoloras ) 0 0%
4°C (Tabla 3).
Normales 57 6 11 %
Al comparar los niveles de ADA  Total 100 27 27 %

de las muestras almacenadas a
una temperatura adecuada (ver
recoleccion de muestras) con
aquellas que se mantuvieron  Tabla 4. Cantidad de muestras positivas para ADA segin la
a 4°C por mas de 24 horas, se  temperatura de almacenamiento.

observo que el 37% de las ulti- Muestras

mas fueron positivas para ADA, Temperatura Tiempo Total Positivas para ADA
mientras que solo el 24% de de
las muestras que se almacenaron

Cantidad  Porcentaje

4°C > 24 horas* 32 12 37 %
correctamente, presentaron va-
o . O * 0,
lores positivos (Tabla 4). {cC oy 25 i s
-20°C Inmediatamente 40 7 17 %
Por otra parte, en una de 1as  pgocuado 24 horas a 4°C o
muestras correspondiente a un  almacena- inmediatamente 68 16 24 %
liquido peritoneal, que habia  miento a-20°C

sido separado en dos alicuotas, * Tiempo que se mantuvieron los muestras a 4°C antes de ser

una almacenada a 4°C y la otra  centrifugadas y almacenadas a -20°C

a temperatura ambiente, durante

24 horas antes de ser congeladas

a -20°C, se observo una disminucion de 12 U/L en el valor de ADA de la muestra a tempe-
ratura ambiente (ADA de 7 U/L) en comparacién con la que fue almacenada a 4°C (ADA de
19 U/L).

Al confrontar los resultados de los valores de ADA obtenidos en nuestro estudio, con los del
INS, usados como control externo y con los de otro laboratorio de la ciudad, se encontr6 que
los valores obtenidos en el proceso de calibracion de ADA en nuestro laboratorio, fueron
semejantes a los obtenidos en el INS, con una correlacion del 95% (en 19 de las 20 muestras
comparadas). Con respecto al otro laboratorio de Medellin, se encontraron discrepancias
significativas comparandolos con el INS y el nuestro.

Al comparar los resultados de las muestras que fueron determinados por repeticion del proceso
en dias diferentes, se encontron variaciones minimas entre ellos. El 22% de estas muestras
tuvieron una interpretacion diferente en la repeticion, pasando de tener valores mayores a los
niveles de referencia a valores normales o viceversa.
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Discusion

En las curvas de calibracion realizadas con patrones preparados en tres dias diferentes, la
minima variacion en las absorbancias de cada patron, asi como los valores de la pendiente
(Tabla 1), muestran una excelente reproducibilidad de las mediciones y un patrén de lineali-
dad de la relacion concentracion y absorbancia [11]. Ademas, el hecho de que la absorbancia
del control de 50 U/L, siempre estuviera en el rango de 0,434 a 0,558, indica que después de
preparado este, es estable hasta por un mes.

La linealidad de una técnica se emplea para determinar el rango analitico del método [12],
por lo tanto, se puede asegurar que la técnica estandarizada es lineal hasta 75 U/L, correspon-
diente a una absorbancia promedio de 0,6, sin embargo, el INS recomienda que sélo cuando
la absorbancia sea mayor de 1,0 se debe diluir la muestra [11].

El hecho de que el 92% de las veces en que se realizo la medicion del blanco de reactivo, su
diferencia contra el blanco de agua destilada fuera menor de 0,040, confirma la limpieza del
material y de los reactivos utilizados [11].

Teniendo en cuenta que la principal limitacion de este estudio es el bajo nimero de muestras
analizadas con diagndstico confirmado de tuberculosis, el hecho de que solo 1 de las 27
muestras con valores de ADA mayores a los de referencia, correspondiera a un paciente con
tuberculosis pleural y el resto a otros diagndsticos, podria indicar un bajo valor predictivo
positivo de la prueba para tuberculosis, entendiéndose este valor como la proporcion de per-
sonas que estan verdaderamente enfermas [13], sin embargo, el valor predictivo negativo en
este estudio fue del 100%, que corresponde a la proporcion de personas con pruebas negativas
que no tenian tuberculosis. Segun Ortiz [3], la determinacion adecuada del valor predictivo
positivo y negativo, es un hecho de gran trascendencia, pues atribuir un valor predictivo po-
sitivo mayor que el real sobredimensionara el valor de la prueba, indicando que un resultado
positivo confirma con alta probabilidad el diagnéstico de la enfermedad y un valor predictivo
negativo mayor que el real, indicara que un resultado negativo, determina con alta probabili-
dad la ausencia de enfermedad. Principalmente el primer hecho no se aplica en este estudio.
Por su parte, Sanin [7], reporta una sensibilidad del 95 al 99,6% de la prueba e indica que
numerosos estudios han demostrado que la sensibilidad de ADA como marcador individual de
tuberculosis, es mayor que la de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (RCP), el interferon
gamma e incluso la biopsia o el cultivo para micobacterias, consideradas las pruebas oro en
el diagnostico de tuberculosis paucibacilar por M. tuberculosis. Caminero [10] también indica
que se ha reportado una elevada sensibilidad y especificidad para la prueba, siendo superior
al 95% en ambos aspectos.

Marcelo A. y otros demostraron que la actividad de ADA en LCR de pacientes con tuberculosis
meningea fue mayor que en otras enfermedades del sistema nervioso central [14], sin embargo
como se observo en este estudio, el aumento de los valores de ADA en otros diagnosticos
diferentes a tuberculosis, muestran la importancia de correlacionar los niveles de ADA en una
muestra, con la historia clinica del paciente y otros examenes, ya que como lo indica el INS,
la determinacion de ADA es util s6lo como ayuda diagnoéstica [11].

De las muestras que presentaron crecimiento bacteriano, un alto porcentaje (63%) tuvieron
valores de ADA mayores a los valores de referencia para cada liquido, lo cual se explica en
el hecho de que en el metabolismo bacteriano sea importante la presencia de amonio, por su
aporte de atomos de nitrogeno [15] y la liberacion de amonio produce falsos positivos en la
interpretacion de resultados [11].
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Es importante también tener en cuenta el aspecto de la muestra para correlacionarlo con el
resultado, ya que como se observo (Tabla 3), en las muestras con aspecto turbio, hemolisado
o purulento, el nimero de resultados positivos para ADA fue mayor que el de las muestras de
aspecto normal, es decir, en muestras con las primeras caracteristicas, se aumenta el porcentaje
de falsos positivos, hecho que puede explicarse, en las muestras turbias por la influencia de
su aspecto en la lectura de la absorbancia; en las muestras purulentas por la presencia en ellas
de microorganismos y en las hemolisadas, debido a que los eritrocitos humanos tienen alto
contenido de ADA [11].

También se observo un aumento en el porcentaje de las muestras positivas para ADA que
fueron almacenadas a 4°C por mas de 24 horas en comparacion de las almacenadas adecua-
damente (Tabla 4). Este aumento de falsos positivos en muestras que no fueron congeladas en
el tiempo adecuado, pudo ser causado por la liberacion de enzimas y sustratos que se produce
con el deterioro y porosidad de las membranas celulares, asi como en la lisis de las células de
las muestras no congeladas [16]. Los resultados reportados como normales en estas muestras,
tampoco son totalmente confiables dado que en este caso se pudo haber presentado falsos
negativos explicados por una posible inactivacion de la enzima.

Las variaciones minimas en los valores de ADA, obtenidos en las muestras que fueron repe-
tidas, se pueden deber a que estas se mantuvieron a temperatura ambiente por periodos cortos
inferiores a una hora, mientras se procesaban.

Conclusiones

Para la determinacion de ADA es necesario contar con una técnica que arroje resultados
confiables, para ello se debe asegurar una excelente reproducibilidad, linealidad y control de
calidad. Dichos resultados deben ser utilizados s6lo como ayuda diagndstica de tuberculosis,
teniendo siempre en cuenta la calidad de la muestra y la historia clinica del paciente, ademas
de una especial precaucion en la interpretacion de resultados positivos para ADA de muestras
hemolisadas, con aspecto turbio o purulento de las que se aisle algin microorganismo o que
se almacenen a temperaturas superiores a -20°C por mas de 24 horas, pues aumentan los fal-
sos positivos para tuberculosis. Estos datos relacionados con el aspecto de la muestra deben
reportase en el informe.

Cuando las muestras se descongelen para su procesamiento, no deben permanecer a tempera-
tura ambiente por mas de 1 hora. De lo contrario, se puede alterar la estabilidad de la enzima
adenosina deaminasa.

No fue posible determinar el valor predictivo positivo de la prueba para tuberculosis, por los
pocos casos de tuberculosis diagnosticados que se tenian. Por la misma razén, el dato obte-
nido como valor predictivo negativo, porcentaje de sensibilidad y especificidad de la prueba
No son precisos.

Se recomienda que en posteriores estudios se estandarice la técnica para la medicion de la
isoenzima ADA,, que es mas especifica para el diagnoéstico de tuberculosis meningea, como
consecuencia del incremento de la linea celular monocito-macréfago en LCR.

Agradecimientos

Al laboratorio clinico y la facultad de medicina de la Universidad Pontificia Bolivariana
(UPB), por su apoyo técnico.

Medicina & Laboratorio, Volumen 12, nimeros 3-4, 2006

Medicina & Laboratorio: Programa de Eddcacion Médica Continua Certificada
Universidad de Antioquia, Edimeco



Estandarizacion de la técnica de adenosina deaminasa, un aspecto critico en la ayuda diagndstica para tuberculosis

Al laboratorio de micobacterias del Instituto Nacional de Salud, por haber realizado el control
externo del proceso.

Al laboratorio Departamental de Antioquia, por la capacitacion técnica.

Summary: tuberculosis is a public health problem that needs to count with laboratory methods
that allow to support its on time diagnosis. In spite of differences published about sensitivity
and specificity of the technique for adenosine deaminase determination, its measurement has
been used in the diagnosis of extra pulmonary tuberculosis. Although of it is ubiquity, adenosine
deaminase mainly participates in purines catabolism in differentiation and linfocitic proliferation
process that appear like answer against mycobacterian antigens. The objective of this study was
to standardize the technique for the measurement of adenosine deaminase in liquids of sterile
cavities, as well as to analyze the factors that could affect the final result. With this propose, 100
samples of liquids from sterile cavities were collected, with different aspects and storage condi-
tions. For the analysis was used the technique that recommends the National Institute of Health,
institution that also made the external control of the process. The standardization of the technique
with similar results to the obtained ones in the National Institute of Health was achieved and we
can concluded that using samples stored by more than 24 hours under temperature of -20°C,
cloudy or purulent of which some microorganism different to Mycobacterium tuberculosis can be
isolate, or that display some hemolytic degree, affect the final values of the enzyme and could
increase the percentage of false positives for tuberculosis.

Keywords: adenosine deaminase, tuberculosis, tecnic, samples, quality control.
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