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RESUMEN

La determinacion de los niveles de la adenosina
deaminasa en el liquido pleural es sensible y especifica
para la tuberculosis pleural. La adenosina deaminasa en
el liquido pleural disminuye con el tiempo a temperatura
ambiente. El objetivo de este estudio es demostrar si existe
diferencia en los valores de la adenosina deaminasa en
liquidos pleurales en cuatro medios diferentes de transporte
(hielo, citrato de sodio, heparina y ninguna sustancia
quimica aiadida). Se determinaron los niveles de la
enzima en ochentay ocho (88) muestras de liquido pleural
procedentes de 22 pacientes con derrames pleurales no
diagnosticados. Se demostro la concordancia diagndstica
entre los diferentes medios de transporte. No se demostro
diferencia significativa entre los niveles de la adenosina
deaminasa en cada uno de los diferentes medios de
transporte hasta dos (2) horas posterior a su recoleccion.
Se recomienda enviar las muestras de liquido pleural
con el conservativo adecuado o con dcido etilen diamino
tetracético de rutina en nuestro pais.

Palabras clave: Adenosina deaminasa. Transporte.
Derrame pleural. Liquido pleural.

SUMMARY

The determination ofthe levels of adenosine deaminase in
pleuralfluidis sensitive and specific for pleural tuberculosis.
Adenosine deaminase in pleural fluid decreases over time
at room temperature. The objective of this study is to
demonstrate if there is difference on the average values
of adenosine deaminase in pleural fluids in four different
means of transport (ice, sodium citrate, heparin and no
added chemical substance). The levels of the enzyme in
eighty-eight (88) pleural fluid samples from 22 patients
with undiagnosed pleural effusions were determined. We
demonstrated diagnostic concordance between the different
modes of transport. No significant difference is between
the levels of adenosine deaminase in each of the different
means of transport up to two (2) hours after collection. It
is recommended to send by routine in our country samples
of pleural fluid with the right conservative or Acid etilen
diamino tetracetic.

Key words: Adenosine deaminase. Transportation.
Pleural effusion. Pleural fluid.

INTRODUCCION

La tuberculosis pleural (TP) es una de las
manifestaciones mas comunes de la tuberculosis
extrapulmonar y la causa mas frecuente de
derrame pleural (DP) en muchos paises. Los test
convencionales para el diagnéstico de la TP, son: el
andlisis microscopico para evidenciar la presencia de
bacilos acido-alcohol resistentes (coloracion de Zielh-
Neelsen) en el liquido pleural (LP) tejido o esputo, el
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cultivo para el bacilo de Koch en el liquido, esputo o
tejido pleural,y el estudio histopatolégico de labiopsia
pleural para demostrar la presencia de inflamacién
granulomatosa con o sin necrosis caseosa. Estas
pruebas tienen limitaciones reconocidas para el uso
clinico,sinembargo,combinadas siguen siendoel gold
standardparalaevaluacién delaeficaciade los nuevos
test. Debido a dichas limitaciones, se han ensayado
y evaluado nuevos métodos para el diagndstico
de la TP. Entre estas pruebas diagndsticas, como
marcador inespecifico de la respuesta inflamatoria
e inmunoldgica, se encuentra la determinacion de
la actividad de la adenosina deaminasa (ADA) en el
LP, la cual es sensible y especifica como marcador
de TP (1).

LaADAesunaenzima polimérficadel catabolismo
de las purinas que cataliza la desaminacion de
adenosinay 2’-deoxyadenosina para producir inosina
y 2’-deoxy-inosina respectivamente, liberdandose
amonio en el proceso. Estaenzima estd ampliamente
distribuida en el organismo, encontrdndose su
actividad practicamente en todos los tejidos,
especialmente en las células linfoides, siendo mas
elevadaen las células T que en las células B. Existen
tres isoformas de la enzima (ADA1, ADA2 y ecto-
ADA). La ADA-1, es una proteina que estd presente
en todos los tejidos y es de gran importancia en el
desarrolloy proliferacién de los linfocitos. LaADA-2
es la isoforma predominante en suero, se encuentra
solo en monocitos y macréfagos y es liberada por
estas células cuando son estimuladas por la presencia
de microorganismos. Aunque las ADA1 y ADA2
son exclusivamente citosolicas, la tercera isoforma
es considerada una ectoenzima (ecto-ADA) puesto
que se ha detectado en la superficie de células B,
macréfagos y células T de sangre periférica (2).

En un metanalisis reciente, se analizaron 25
estudios desde 1987 a 2005 acerca de la utilidad de
la ADA para el diagnéstico de la TP. Los valores
de sensibilidad variaron de 68,8 a 100,0 % con una
media de 91,8 % (95,0 % CI: 89,8 %-93,6 %) y la
especificidad varié de 75,8 % a 96,9 % con una media
de 88.4 % (95,0% CI: 86,0 %-90.,5 %) (3).

Otros estudios también han demostrado su eficacia
diagnoéstica para la TP (4-6).

Como se menciono anteriormente,un valorelevado
de ADA en el LP puede contribuir al diagnéstico
de TP, con la salvedad de que puede estar elevada
en linfomas, enfermedad reumatoidea y tumores
malignos y otros DP linfociticos (7).

La mayoria de los estudios publicados acerca de
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la utilidad de la ADA, sugieren que cada regién debe
tener su propio punto de corte para el diagndstico de
TP, con su sensibilidad y especificidad determinada.
Zaric y col., encontraron que la sensibilidad de la
ADA para el diagnéstico de TP fue de 89,0 %, pero
su especificidad fue solo de 70,4 %. Larazén de esta
discrepancia entre la sensibilidad y especificidad,
la atribuyen a los diferentes métodos para medir la
actividad de la ADA ®.

Ademas de las diferentes metodologias para el
procesamiento para determinar los niveles de ADA
enlos LP,endiferentes regiones, otros autores llaman
la atencién acerca de las alteraciones de los niveles
de ADA en LP cuando permanecen a temperatura
ambiente, los cuales van disminuyendo a medida que
transcurre el tiempo (9, 10). Este aspecto resulta muy
importante alahorade determinar el punto de corte de ADA
para el diagnéstico de TP. De hecho como se menciond
anteriormente, muchos trabajos han recomendado que cada
region tenga su propio punto de corte para ADAen LPy
por tanto, para establecer el diagndstico de TP (11-13).

El objetivo de este estudio es demostrar si existe
diferencia en los valores de la ADA, determinada en
muestras de LP en cuatro medios de transporte con
diferentes caracteristicas fisico-quimicas.

Criterios de inclusion. Se incluyeron las
muestras de LP de pacientes con DP uni y/o bilateral
no diagnosticados, de todo género, en edades
comprendidas entre los 12 y 90 afios de edad.

Aspecto ético: A cada paciente, previo
consentimiento informado, se le llené un formato de
recoleccion con los datos pertinentes alainvestigacion
y de su historia clinica.

MATERIALES Y METODOS
Se determinaron los niveles de ADA en ochenta
y ocho (88) muestras de LP procedentes de 22
pacientes con DP uni y/o bilateral no diagnosticados
que acudieron al Servicio de Medicina Interna del
Hospital General del Este” Domingo Luciani”.

Las muestras de LP (8 a 10 cm?®) tomadas en cada
paciente mediante toracocentesis, se distribuyeron
equitativamente en cuatro (4) tubos de ensayo,
con diferentes condiciones: fisico (hielo)-quimicas
(citrato de sodio, heparina) y sin ninguna sustancia
quimica. EI material se clasificé en cuatro grupos
de cada paciente:

1. Muestra transportada sin sustancia afadida

2. Muestra con conservativo quimico (citrato de
sodio)
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3. Muestra con heparina.

4. Muestra conservada en hielo sin sustancias
quimicas afadidas.

La determinacién de la ADA en las 88 muestras
se realiz6 por el método de Giusti y Gallanti (14).

Analisis estadistico

Los datos se tabularon bajo Excel 2007 ® para
Windows 7 ®, para ser procesados con GraphPad ®
v.3.0ySPSS® 17,0. Las variables cuantitativas fueron
resumidas como medias con sus desviaciones estandar
(=DE). Las variables cualitativas se resumieron como
proporciones (%). Lacomparacion de las proporciones
se realiz6 con la prueba de Chi cuadrado (?). La
comparacion de valores cuantitativos se realiz6 con
las pruebas no paramétricas de Friedman y W de
Kendall paracomparacién de k muestras relacionadas
o pareadas. La concordancia diagndstica se evalué
al cruzar los datos usando tablas de contingencia
y posteriormente midiendo la concordancia con
la prueba de Kappa (x), en la cual, de acuerdo a
los criterios de Landis y Koch, valores de k<04
corresponden con una concordancia baja o pobre; de
k=0,4-0,7, con una buena concordancia; y de k=0,7,
con una concordancia excelente. Todos los andlisis
estadisticos se realizaron con un nivel de confianza
de 95 %, considerandose P significativa <0,05.

RESULTADOS

Seevaluéuntotal de 22 pacientes con DPunilateral
y/obilateral no diagnosticado,entre junio y septiembre
2009, a los cuales se les realizé toracocentesis y se
obtuvo 4 muestras de cada uno, realizandose 88
mediciones de ADA.

Las muestras fueron procesadas bajo cuatro
condiciones fisico-quimicas de transporte diferentes.
Enel Cuadrol y Figura 1, se presentan los resultados
de los valores de los niveles de la ADA (u/L) para
cada uno de ellos. No se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre los medios.

Dado que el total de muestras evaluadas fue
limitado, se procedi6 a evaluar cualitativamente si las
muestras tenian suficiente concordancia diagndstica
entre si, categorizdndolas con el punto de corte (=40
u/L) de ADA. Cuadro 2. Se demostré que todas las
pruebas diagnosticadas como positivas (al menos el
41,0 % de las muestras), no mostraron diferencias
significativas entre ellas (P>0,05).
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Cuadro 1

Valores de ADA (u/L) en cada uno de los medios de transporte

Rango
Medio de transporte n Media +DE Minimo Maximo
Sin sustancia anadida 22 37,4768 27,57762 224 81,00
Con citrato de sodio 22 41,5527 35,19638 1,00 133,00
Con heparina 22 39,7759 39,24074 1,00 128,00
Con hielo 22 38,6505 32,38313 1,00 103,00
Cuadro 2
coniele 387 Diagnéstico de acuerdo al punto de corte de ADA (=40 u/L)
N Medio de transporte Diagnéstico con punto de corte
i 398 ADA =40 uL
Positivo Negativo
Con citrato de sodio 41 ,6 n % n %
Sin sustancia afiadida 9 40,9 13 59,1
i sustancia aradida 375 Con citrato de sodio 11 50,0 11 50,0
' Con heparina 10 455 12 54,5
Con hielo 10 455 12 54.5
0 5 10 15 20 2 5 30 35 40 45
Valor de ADA (u/L)
Cuadro 3

Figura 1. Valores de ADA (u/L) en cada uno de los medios
de transporte.

Al analizar la concordancia de esos diagndsticos
se encontré que entre todos los medios de transporte
hubo una alta concordancia, significativa en todos los
casos (P<0,001), excelente de acuerdo a los criterios
de Landis y Koch, k=0,7. Cuadros 3,4,5,6,7 y 8.

Las concordancias mas altas (k>0,9) se encontraron
entre el medio con hielo y sin heparina donde la
coincidencia o concordancia en dar la prueba como
positiva o negativa y ambos a la vez, se observé en
95,5 % de los casos (k=0,908; P<0,001). Cuadros
3 y 9. De la misma manera entre los medios con
hielo y con citrato de sodio, donde la coincidencia
o concordancia, en dar como positiva o negativa la
prueba o ambos a la vez, se observo en el 95,5 % de
los casos (k=0,909; P<0,001). Cuadros 8 y 9.

DISCUSION

La ADA esuna prueba que ha demostrado eficacia
para el diagnéstico de la TP. Sin embargo, como
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Concordancia diagnéstica entre el transporte
con hielo y sin heparina

Diagnéstico sin heparina

Diagnéstico con Negativo Positivo Total

hielo (<40) (=40)

Negativo (<40) 12 0 12
Positivo (=40) 1 9 10
Total 13 9 22

k= 0,908; P<0,001.

toda enzima, requiere de ciertas condiciones para su
conservacion en los medios donde se determinan sus
niveles,especialmente importantes parael diagndstico
deciertas enfermedades comolaTP. Ladeterminacién
de la ADA en los pacientes con DP unilateral y/o
bilateral de diferente etiologia es importante dado
que el empleo de este método es de muy fécil acceso,
de rapida determinacién y sencillo al momento de
su realizacién en comparacién con otros métodos
actualmente empleados.
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Cuadro 4

Concordancia diagndstica entre el transporte con citrato
de sodio sin heparina

Diagnéstico Diagnéstico sin heparina Total

con citrato Negativo Positivo

de sodio (<40) (=40)

Negativo 11 0 11
(<40)

Positivo 2 9 11
(=40)
Total 13 9 22

k=0,818; P<0,001.

Cuadro 6

Concordancia diagnéstica entre el transporte con hielo
y con heparina

Diagnéstico Diagnéstico con heparina Total
con hielo Negativo Positivo
(<40) (=40)

Negativo 11 1 12
(<40)

Positivo 1 9 10
(=40)
Total 12 10 22

k=0,817 P<0,001.

Cuadro 8

Concordancia diagndstica entre el transporte con citrato
de sodio y con hielo

Diagnéstico Diagnéstico con citrato de sodio Total

con hielo Negativo Positivo
(<40) (=40)
Negativo 11 1 12
(<40)
Positivo 0 10 10
(=40)
Total 11 11 22

k= 0,909; P<0,001.

El escaso nimero de investigaciones en cuanto
al transporte de la muestra de LP mdas adecuado
para la determinacién de la ADA al momento de su

Gac Méd Caracas

Cuadro 5

Concordanciaentre el transporte con heparinay sin heparina

Diagnéstico Diagnéstico sin heparina Total
Negativo  Positivo
(<40) (=40)

Negativo 11 1 12
(<40)

Positivo 2 8 10
(=40)

Total 13 9 22

k=0,723; P<0,001.

Cuadro 7

Concordancia diagndstica entre el transporte con citrato
de sodio y con heparina

Diagnéstico Diagnéstico con heparina
con citrato Negativo  Positivo Total
de sodio (<40) (=40)
Negativo 10 1 11
(<40)
Positivo 2 9 11
(=40)
Total 12 10 22
k= 0,727; P<0,001.
Cuadro 9

Matriz de concordancias diagndsticas entre todos los
medios de transporte

Valores de concordancia Kappa (k)*

Medio de Sin Con citrato Heparina  Con
transporte sustancia  de sodio hielo
Sin sustancia afiadida

afiadida - 0,818 0,723 0,908
Con citratode 0,818 - 0,727 0,909
sodio

Heparina 0,723 0,727 - 0,817
Con hielo 0,908 0,909 0,817 -
P<0,001.

recoleccién y el observar que dicho transporte se
realiza de rutina en nuestro hospital sin sustancia
afiadida y/o con heparina, durante nuestro ejercicio
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clinico, fue la causa que nos condujo a la realizacion
de este estudio.

En general es conocido que la fijaciéon y
conservacién de las muestras bioldgicas bien
sea de liquidos corporales o de tejidos, es un
requerimiento bdsico para los procedimientos de
diagnéstico, especialmente para los de observacion
de la morfologia celular y tisular, asi como para la
medicion de determinados elementos productos de la
elaboracion celular, etc. El presente estudio compara
los métodos tradicionales para la conservacion y
traslado de LPs para determinaciéon del ADA, con
otros medios aceptados en recientes estudios (15).

Se hademostrado que desafortunadamente,cuando
laADA permanece atemperatura ambiente,decaen sus
niveles. Posterior a dos semanas, la ADA desciende
en un 80,0 % de su nivel original. Es por ello, es
necesario e importante que la muestra de LP sea
enviada al laboratorio sobre hielo u otro material frio.

Por otra parte ciertas sustancias poseen la
propiedad de estabilizar la estructura proteica de la
ADA. Estas sustancias incluyen aniones divalentes
y trivalentes (sulfato y citratos al 0,05 mol/L y 0,10
mol/L respectivamente), azicares y otros polioles
(sucrosa, maltosa, glicerol, etilen glicol y sorbitol
a concentraciones mayores del 20,0 %), cationes
divalentes, etc. Estos aditivos que estabilizan
proteinas se conocen desde la década del cuarenta,
cuando se comenzaron autilizar, siendo que el glicerol
y el sulfato, son ampliamente utilizados para ese fin.
Miller y col.,demostraron que una mezcla de glicerol
y etilen glicol o glicerol mas sulfato de sodioen el LP,
estabiliza la ADA, tanto la ADA-1 como la ADA-2,
y las mantienen hasta por 3 semanas a temperatura
ambiente o por encima de 37 °C. Sin embargo, la
estabilidad de la ADA depende de la concentracion
de estas sustancias, ya que concentraciones elevadas,
desnaturalizan la proteina. Estos autores también
demostraron que la ADA desciende sus niveles a
un 80,0 % en una hora a temperaturas de 45 °C sin
conservativos. Por estas razones, seflalan que en
EE.UU, ya se cuenta con tubos preelaborados con
una mezcla de una solucién de glicerol mas sulfato
de sodio, los cuales se utilizan de rutina para el
transporte de la ADA en LP. Estos investigadores
concluyen que no es necesario enviar las muestras
de LP para la determinacion de niveles de ADA en
hielo, ya que demostraron que la enzima se estabiliza
con la utilizacién de los conservativos mencionados.
Estos resultados representan unos aspectos muy
importantes, especialmente aplicados en los paises
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en vias de desarrollo, de moderada a alta prevalencia
de TP, donde el empleo de la ADA como método de
diagnéstico es importante. Con el agravante de que
en estas regiones no se cuenta con recursos para el
envio de las muestras con el requerimiento de hielo,
ni el personal que lo transporte bajo estas condiciones,
etc. De igual manera, en esas regiones tropicales,
existen zonas con altas temperaturas ambientales.
(Mayores de 40 °C) que son condiciones adversas a
la conservacion de la ADA (16).

En nuestro medio, nos hallamado la atencién, que
las muestras de LP que se envian al laboratorio parala
determinacion de los niveles de ADA, se transportan
sin ningin tipo de sustancia conservativa, ni hielo.
En algunas muestras de LP, se afiade heparina, para
evitar la aglomeracién de glébulos rojos, (“botén
hematico™) el cual puede interferir de manera no
absoluta con el resultado citomorfolégico del LP.

En este trabajo, se demostr6 la concordancia
diagnéstica entre los diferentes medios de transporte
analizados y que no se evidencié diferencia
significativa entre los niveles de ADA determinados
en cada uno de los diferentes medios de transporte.
A diferencia del trabajo de Miller y col., el tiempo
de envio desde el hospital hasta el laboratorio no fue
de 5,25 dias, sino de 1 a 2 horas, e inmediatamente
se centrifugaron las muestras de LP en los cuatro
medios de transporte y se almacenaron en nevera
hasta su procesamiento. Opinamos que en 1 o 2 horas
de transporte, las muestras que no tenian sustancia
afiadida y las que contenian heparina, teéricamente
debian mostrar una caida en los niveles de ADA, lo
que no se demostrd ya que no cayeron los niveles de
ADA. Se concluyé que posiblemente el tiempo de
envio fue muy corto y las muestras se almacenaron
inmediatamente en frio.

Entre las posibilidades de error en la medicion de
la ADA, ademads del tiempo entre la recoleccion de la
muestray el andlisis,que ya se hamencionado,también
esta el tiempo de almacenamiento en frio hasta su
procesamiento. En relacion con este tltimo aspecto,
un estudio demostré que los LPs transportados en
tubos con acido etilen diamino tetracético (EDTA)
enviados para determinar la ADA una hora después
de su recoleccién, pueden ser usados hasta 28 dias
después de obtenidos, si estos son refrigerados a
una temperatura de -4 a -20 °C. Se comprobd que
no habia alteraciones significativas de la actividad
de la enzima en estas condiciones. El EDTA fue
previamente utilizado por Giusti y Gakis en 1971
cuando estos autores describieron la técnica para
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determinar la actividad enzimaética de la ADA, ya
que el dnico anticoagulante que altera los resultados
de la ADA, es la heparina (17).

Concluimos que aunque no se demostré diferencias
significativas entre los valores de la ADA en LPs en
los diferentes medios de transporte analizados, es
recomendable enviar las muestras de LP en tubos
con el conservativo adecuado y sefialado por Miller
y col. o utilizar tubos con EDTA de rutina en nuestro
pais. De esa manera, se garantiza la estabilidad de
la enzima en las diferentes temperaturas del clima
en las diversas regiones de nuestro pais. Ademads su
uso proporciona tranquilidad al médico cuando no
se pueden enviar las muestras inmediatamente, o el
mismo dia, como sucede en dias no laborales o en
centros hospitalarios lejanos al laboratorio donde se
realiza la determinacién.
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