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Inventia se refera la medicind, in special la medicina de laborator, si poate fi folositd la determinarea etiologiei
procesului patologic pulmonar, diagnosticul diferential al proceselor patologice pulmonare, elaborarea procedeelor
de tratament si monitorizare a evolutiei starilor patologice de etiologie micobacteriana si de alta etiologie.

Este cunoscutd metoda de diagnostic al procesului patologic pulmonar, care se bazeazd pe determinarea activitatii
adenozindezaminazei (ADA) in serul sangvin si care include incubarea probei de cercetat in mediul de incubare ce
contine adenozind, stoparea reactiei enzimatice prin adaugarea consecutiva a unei solutii ce contine fenol si
nitroprusiat de sodiu, apoi a solutiei alcaline de hipoclorit de sodiu, iar dupa o incubare la 37°C se masoard
absorbanta la 620 nm a produsului colorat al reactiei fatda de proba blanc care se monteaza la fel si care contine
aceiasi reactivi, dar proba de cercetat se inlocuieste cu o cantitate echivalentd de ser fiziologic. Determinarea
activitatii enzimei se efectueazi reiesind din curba de calibrare, construitd in baza unor dilutii succesive ale solutiei
standard ce contine anionul de NHs+. Cresterea nivelului seric al activitatii ADA in raport cu grupul martor permite
de a stabili etiologia de natura tuberculoasa a procesului patologic pulmonar [1].

Dezavantajul acestei metode consta in sensibilitatea si specificitatea joasa, din care cauza activitatea ADA serica
nu poate fi consideratd o metodd adecvata pentru determinarea etiologiei procesului patologic pulmonar si
diferentierea intre tuberculoza pulmonara si alte infectii pulmonare.

Cea mai apropiatd dupd esenta si rezultatul obtinut este metoda de determinare a etiologiei procesului patologic
pulmonar care se bazeazd pe determinarea adenozindezaminazei in serul sangvin si lichidul pleural. Activitatea
ADA 1n lichidul pleural egald cu 40 UI/l sau mai mare si in serul sangvin mai mare de 26 U/l indica o probabilitate
mare cé pleurezia este de etiologie tuberculoasa [2].

Dezavantajul acestei metode consta in precizia si reproductibilitatea joasd a metodei, deoarece reactia de culoare se
efectueaza in conditii ce nu corespund conditiilor optimale. Un alt neajuns al metodei mentionate consta in faptul ca
metoda descrisd este invaziva, deoarece prevede punctia venei cubitale sau punctia cavititii pleurale. Pe de altd
parte, metoda descrisa nu poate fi realizata in cazul cand lichidul pleural nu poate fi obtinut, de exemplu, in cazul
refuzului pacientilor de a efectua punctia pleurala sau prezenta pleureziei ,,inchistate”. Un alt neajuns al metodei
mentionate consta in faptul ca nu asigura posibilitatea efectuarii analizei in serie, ceea ce influenteaza negativ asupra
productivitatii metodei. Metoda are eficienta economicid joasd, deoarece prevede folosirea cantitdtilor mari de
reactivi costisitori.

Problema pe care o rezolvad inventia constad in elaborarea unei metode mai exacte care ar permite de a mari
sensibilitatea, specificitatea si reproductibilitatea metodei prin elaborarea conditiilor optimale de efectuare a reactiei
enzimatice, fapt ce exclude dependenta rezultatelor analizelor de concentratia reactivilor utilizati si, de asemenea,
ofera posibilitatea efectuarii analizei in serie, ceea ce influenteaza pozitiv asupra productivitatii metodei. Un alt
avantaj al metodei consta in faptul ca ea este neinvaziva, deoarece prevede folosirea sputei expectorate de pacienti.
Esenta inventiei consta in pregatirea probelor duble de cercetat, de control, blanc si standard, si anume in proba de
cercetat se utilizeaza sputa prelevata de la pacient si un mediu de incubare, care contine 7,5...12,0 mM de adenozini
cu concentratia finald 2,3...3,7 mM/I dizolvata in 0,05 M de solutie tampon de fosfat de potasiu cu pH 7,4; in proba
de control se utilizeaza sputa prelevata de la pacient si un mediu de incubare, care contine 0,05 M de solutie tampon
de fosfat de potasiu cu pH 7,4; 1in proba blanc se utilizeaza ser fiziologic si un mediu de incubare, care contine
7,5...12,0 mM de adenozina cu concentratia finala 2,3...3,7 mM/l, dizolvata in 0,05 M de solutie tampon de fosfat
de potasiu cu pH 7,4; proba standard se pregiteste analogic, dar proba de cercetat se inlocuieste cu o solutie
standard de sulfat de amoniu, dupa care probele se incubeaza la temperatura de 37°C, timp de 30 min, apoi in
probe se adaugd un amestec ce contine solutie de 1% de fenol si 0,5 mM nitroprusiat de sodiu, urmata de adaugarea
unei solutii de 10% NasPQO4 ce contine 10 mM hipoclorit de sodiu pentru stoparea reactiei enzimatice, apoi probele
se incubeaza la temperatura de 37°C, timp de 30 min; dupa incubare se masoara absorbanta probelor pregatite la
lungimea de unda 630 nm, apoi se determina activitatea adenozindezaminazei, concentratia proteinei in proba de
cercetat, activitatea specifica a adenozindezaminazei, concentratia procentuald a limfocitelor in sangele periferic al
pacientului si se determina coeficientul K, in cazul in care coeficientul K este mai mare de 19,7 se diagnosticheaza
tuberculoza pulmonara.

Avantajul metodei consta in aceea ca, la determinarea etiologiei procesului patologic pulmonar se mareste precizia
si reproductibilitatea, se micsoreaza eroarea si cheltuielile de reagenti, creste productivitatea muncii. Prelucrarea
materialului biologic iIn 2 probe paralele permite de a mari precizia si reproductibilitatea determinarilor,
sensibilitatea si specifitatea metodei in comparatie cu cea mai apropiatd solutie. Aceasta permite de a depista mai
precis modificarile activitatii ADA 1in diferite stari patologice.

Metoda este neinvaziva, deoarece nu prevede punctia tegumentelor dermale, astfel se evitd complicatiile legate de
contaminarea cu infectii suplimentare (SIDA, hepatitele virale etc.).

Metoda se efectueaza in modul urmitor: se pregatesc probele duble de cercetat, de control, blanc si standard, si
anume in proba de cercetat se picurd in godeuri sputa prelevata de la pacient si un mediu de incubare, care contine
7,5...12,0 mM de adenozina cu concentratia finala 2,3...3,7 mM/I dizolvata in 0,05 M de solutie tampon de fosfat
de potasiu cu pH 7,4; in proba de control se picurd sputa prelevata de la pacient si un mediu de incubare, care
contine 0,05 M de solutie tampon de fosfat de potasiu cu pH 7,4; in proba blanc se picura ser fiziologic si un mediu
de incubare, care contine 7,5...12,0 mM de adenozina cu concentratia finala 2,3...3,7 mM/I dizolvatd in 0,05 M de
solutie tampon de fosfat de potasiu cu pH 7,4; proba standard se pregiteste analogic, dar proba de cercetat se
inlocuieste cu 0 solutie standard de sulfat de amoniu, dupa care probele se incubeaza la temperatura de 37°C, timp
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de 30 min, apoi in probe se picurd un amestec ce contine solutie de 1% de fenol si 0,5 mM nitroprusiat de sodiu,
urmatd de adaugarea unei solutii de 10% NasPO4 ce contine 10 mM hipoclorit de sodiu pentru stoparea reactiei
enzimatice, apoi probele se incubeaza la temperatura de 37°C, timp de 30 min; dupa incubare se masoarda
absorbanta probelor pregatite la lungimea de unda 630 nm, apoi se determind activitatea adenozindezaminazei
(ADA), unde valorile absorbantei sunt valorile medii ale probelor duble, conform formulei, (nM/s/l):

activitatea ADA = [(Apr- Ac)/ (Ast —ADb)] x [Cst/180]

unde:

Apr -absorbanta probei de cercetat;

Ast - absorbanta probei standard;

Ab - absorbanta probei blanc;

Ac - absorbanta probei control;

Cst - concentratia probei standard;

180 - timpul de incubare, s;

apoi se stabileste concentratia proteinei in proba de cercetat, dupd care se determind activitatea specificd a
adenozindezaminazei conform formulei, (nM/s/g prot.):

activitatea specifici ADAs, = ADA/P,

unde:

ADA - activitatea ADA in sputa pacientului (nM/s/1),

P - concentatia de proteina in sputa, (g/1);

apoi se determind concentratia procentuala a limfocitelor in singele periferic al pacientului si se determina
coeficientul K conform formulei:

K = activitatea specifica ADA/ concentratia procentuald a limfocitelor in singele periferic si in cazul in care
coeficientul K este mai mare de 19,7, se diagnosticheaza tuberculoza pulmonara.

Atunci cénd coeficientul K este egal sau mai mare de 19,7 se stabileste etiologia de origine tuberculoasd a
procesului patologic, iar dacd coeficientul K este mai mic de 19,7, atunci se stabileste cd procesul patologic este de
alta etiologie.

etiologiei procesului patologic pulmonar si micsorarea probabilitatii complicatiilor legate de contaminarea cu
infectii suplimentare (SIDA, hepatitele virale etc.), deoarece metoda nu este invaziva.

Exemplul 1

Pacientul D., 52 ani. Pneumonie severa. Concentratia de limfocite in sdngele periferic - 37%.

Se determind activitatea specifici a ADA, pentru aceasta 20 ul material de cercetat — sputd, se pipeteaza in duplicat
in godeurile nr. 1 si 2 ale microplacii cu 96 godeuri (proba de cercetat), apoi se adauga cate 75 pl mediu de
incubare ce contine 7,5 mM adenozina (concentratia finala 2,3 mM/1), dizolvata in 0,05 M de solutie tampon fosfat
de potasiu cu pH 7,4. in godeurile nr. 3 si 4 ale microplicii cu 96 godeuri (proba de control) se masoara cate 20 ul
material de cercetat - sputd, se adauga cate 75 pl mediu de incubare ce contine 0,05 M tampon fosfat de potasiu cu
pH 7,4, dar nu contine adenozini. In godeurile nr. 5 si 6 (proba blanc) se masoard cate 20 ul ser fiziologic, se
pipeteaza cate 75 ul mediu de incubare ce contine 0,05 M tampon fosfat de potasiu cu pH 7,4 si 7,5 mM adenozina
(concentratia finala 2,3 mM/1). Se agitd si se incubeazad 30 min la 37°C. Dupa finisarea incubatiei se adaugd 75 pl
reactiv ce contine 1,0% fenol si 0,5 mM nitroprusiat de sodiu, apoi imediat se adauga 75 pl solutie de 10% NasPO4
ce contine 10 mM hipoclorid de sodiu. In continuare, probele se tin la 37°C 30 min, dupa care se misoard
absorbanta 1a 630 nm. In mod analogic, in duplicat se monteazi proba standard, care se prelucreazi la fel, dar proba
de cercetat se inlocuieste cu 20 ml solutie standard 4 mmol/l sulfat de amoniu - (NH4)2SOa.

La masurarea absorbantei s-a obtinut:

Absorbanta probei de cercetat  0,463,;

Absorbanta probei standard 0,510;

Absorbanta probei de control ~ 0,065;

Absorbanta probei blanc 0,047.

Nota: *- sunt prezentate valorile medii ale absorbantei a 2 determinari paralele.

Mai intai se calculeaza activitatea ADA in nM/s/l conform formulei:

ADA (nM/s/)= [(Apr- Ac)/ (Ast —Ab)] x [Cst/180],

unde: Apr - absorbanta probei de cercetat;

Ast - absorbanta probei standard;

Ab - absorbanta probei blanc;

Ac - absorbanta probei control;

Cst - concentratia probei standard - 4,0 mM/I;

180 - timpul de incubare, s.

in cazul dat, activitatea ADA (nM/s/l) = [(0,463-0,065)/ 0,510-0,047)] x [4,0/180] = 19102,2 nM/s/I.

In continuare, se determina concentratia de proteini in proba de cercetat — sputi, cu ajutorul kiturilor de analiza,
confom instructiunilor anexate la kit. In cazul dat concentatia de proteina (P) in sputa pacientului: P = 44,4 g/l.
Apoi, se calculeaza activitatea specifica a ADA in proba de cercetat dupa formula:
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ADAs, (nM/s/g prot) = ADA (nM/s/l)/ P,

unde: ADA (nM/s/l) - activitatea ADA in sputa pacientului;

P - concentatia de proteina in sputa, g/l.

ADA (nM/s.g prot)=19102,2/44,4 = 430,0.

Concentratia procentuald de limfocite in sdngele periferic al pacientului constituie 37%.

In continuare, se calculeaza coeficientul K — activitatea specifici a ADA (nM/s/g prot) se raporteazi la concentratia
procentuala de limfocite in sdngele periferic al pacientului — 37%.

Coeficientul K= 430/37 = 11,6.

In cazul dat coeficientul K este mai mic de 19,7, ceea ce ne permite de a stabili etiologia de natura non-tuberculoasi
a procesului patologic pulmonar.

Exemplul 2

Pacientul T., 60 ani. Tuberculoza pulmonari infiltrativd. Concentratia de limfocite in sangele periferic - 31%.

Se determind activitatea specifica a ADA, pentru care 20 pl material de cercetat — sputd, se pipeteaza in duplicat in
godeurile nr. 1 si 2 ale microplicii cu 96 godeuri (proba de cercetat), apoi se adauga cate 75 pl mediu de incubare
ce contine 0,05 M tampon fosfat de potasiu cu pH 7,4 si 12,0 mM adenozini (concentratia finala 3,7 mM/I). in
godeurile nr. 3 si 4 ale microplacii cu 96 godeuri (proba de control) se masoard 20 ul material de cercetat, se
pipeteaza 75 ul mediu de incubare ce contine 0,05 M tampon fosfat de potasiu cu pH 7,4, dar nu contine adenozina.
In godeurile nr. 5 si 6 (proba blanc) se masoara 20 ul ser fiziologic, se pipeteaza 75 ul mediu de incubare ce contine
0,05 M tampon fosfat de potasiu cu pH 7,4 si 12,0 mM adenozina. Se agita si Se incubeazd 30 min la 37°C. Dupa
finisarea incubatiei se adaugad 75 pl reactiv ce contine 1,0% fenol si 0,5 mM nitroprusiat de sodiu, apoi imediat se
adauga 75 pl solutie de 10% NasPO, ce contine 10 mM hipoclorit de sodiu. in continuare, probele se agitd 15 s si se
tin la 37°C 30 min, dupa care se masoara absorbanta la 620 nm. In mod analogic, se monteaza proba standard, care
se prelucreaza la fel, dar proba de cercetat se inlocuieste cu 20 ml solutie standard 5 mmol/l sulfat de amoniu -
(NH4)2S0..

La masurarea absorbantei* s-a obtinut:

Absorbanta probei de cercetat 0,484,

Absorbanta probei standard 0,560;

Absorbanta probei de control ~ 0,078;

Absorbanta probei blanc 0,052.

Nota: *- sunt prezentate valorile medii ale absorbantei a 2 determinari paralele.

Mai intai se calculeaza activitatea ADA in nM/s/l conform formulei:

ADA (nM/s/l)= [(Apr- Ac)/ (Ast —Ab)] x [Cst/180],

unde: Apr - absorbanta probei de cercetat;

Ast - absorbanta probei standard;

Ab - absorbanta probei blanc;

Ac - absorbanta probei control;

Cst - concentratia probei standard - 5,0 mM/I;

180 - timpul de incubare, s.

In cazul dat, activitatea ADA (nM/s/l) = [(0,484-0,078)/(0,560-0,052)] x 5,0/180 = 0,0222 mM/s/I = 0,0222 x 1000
=222 uM/s/l.

in continuare, se determina concentratia de proteind in proba de cercetat — sputi, cu ajutorul kiturilor de analiza,
confom instructiunilor anexate la kit. in cazul dat concentatia de proteina in sputa pacientului P= 28,6 g/I.

Apoi, se calculeaza activitatea specificd a ADA raportata la 1 g proteind dupa formula:

ADA;, (nM/s/g prot) = ADA (nM/s/l)/ P,

unde:

ADA (nM/s/l) - activitatea ADA in sputa pacientului;

P - concentatia de proteina in sputd, g/l.

ADA (nM/s.g prot) = (22,2/28,6) x 1000 = 776,2.

Concentratia procentuala de limfocite in sangele periferic al pacientului constituie 31%.

In continuare, se calculeazi coeficientul K - activitatea ADA raportatd la concentratia procentuald de limfocite in
sangele periferic al pacientului — 10%.

Coeficientul K= 776,2/31 = 25,0.

In cazul dat coeficientul K este mai mare de 19,7, ceea ce ne permite de a stabili natura tuberculoasi a procesului
patologic pulmonar.

Exemplul 3

Pacientul M., 52 ani. Tuberculozd pulmonard diseminatd cu destructiec pulmonara. Concentratia de limfocite in
sangele periferic - 10%.

Se determina activitatea specifica a ADA, pentru care 20 pl material de cercetat — sputd, se pipeteaza in duplicat in
godeurile nr. 1 si 2 ale microplacii cu 96 godeuri (proba de cercetat), apoi se adauga cate 75 pl mediu de incubare
ce contine 0,05 M de solutie tampon fosfat de potasiu cu pH 7,4 si 12,0 mM adenozina (concentratia finald 3,7
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mM/1). in godeurile nr. 3 si 4 ale microplicii cu 96 godeuri (proba de control) se masoara 20 ul material de cercetat,
se pipeteaza 75 ul mediu de incubare ce contine 0,05 M tampon fosfat de potasiu cu pH 7,4, dar nu contine
adenozini. In godeurile nr. 5 si 6 (proba blanc) se masoard 20 pl ser fiziologic, se pipeteaza 75 pl mediu de
incubare ce contine 0,05 M tampon fosfat de potasiu cu pH 7,4 si 12,0 mM adenozina. Se agita si se incubeaza 30
min la 37°C. Dupa finisarea incubatiei se adauga 75 pl reactiv ce contine 1,0% fenol si 0,5 mM nitroprusiat de
sodiu, apoi imediat se adauga 75 pl solutie de 10% NasPO, ce contine 10 mM hipoclorit de sodiu. in continuare,
probele se agita 15 s si se tin la 37°C 30 min, dupa care se misoara absorbanta la 620 nm. in mod analogic, se
monteaza proba standard, care se prelucreaza la fel, dar proba de cercetat se inlocuieste cu 20 ml solutie standard 6
mmol/l sulfat de amoniu - (NH4)2SO..

La masurarea absorbantei s-a obtinut:

Absorbanta probei de cercetat 0,846;

Absorbanta probei standard 0,610;

Absorbanta probei de control ~ 0,075;

Absorbanta probei blanc 0,044.

Nota: *- sunt prezentate valorile medii ale absorbantei a 2 determinari paralele.

Mai intai se calculeaza activitatea ADA in nM/s/l conform formulei:

ADA (nM/s/l)=[(Apr- Ac)/ (Ast —Ab)] x [Cst/180],

unde:

Apr - absorbanta probei de cercetat;

Ast - absorbanta probei standard;

Ab - absorbanta probei blanc;

Ac - absorbanta probei control;

Cst - Concentratia probei standard - 6,0 mM/I;

180 - timpul de incubare, s.

in cazul dat, activitatea ADA (nM/s/l)= [(0,846-0,075)/(0,610-0,044)] x [6,0/180] = 0,0454 mM/s/I= 0,0454 x
1000= 45,4 uM/s/1.

in continuare, se determina concentratia de proteind in proba de cercetat — sputi, cu ajutorul kiturilor de analiza,
confom instructiunilor anexate la kit. in cazul dat concentatia de proteina in sputa pacientului P=47,9 g/l.

Apoi, se calculeaza activitatea specificd a ADA raportata la 1 g proteind dupa formula:

ADAs, (nM/s/g prot) = ADA (nM/s/l)/ P,

unde:

ADA (nM/s/l) - activitatea ADA in sputa pacientului;

P - concentatia de proteina in sputa, g/l.

ADA (nM/s.g prot)= (45,4/47,9) x 1000 = 947,8.

Concentratia procentuala de limfocite in sdngele periferic al pacientului constituie - 10%.

In continuare, se calculeazi coeficientul K - activitatea ADA raportatd la concentratia procentuald de limfocite in
sangele periferic al pacientului — 10%.

Coeficientul K= 947,8/10 = 94,8.

in cazul dat coeficientul K este mai mare de 19,7, ceea ce ne permite de a stabili natura tuberculoasi a procesului
patologic pulmonar.

Analogic exemplelor de mai sus au fost cercetate si alte concentratii ale solutiei de adenozina (5...15 mM/I).
Experientele au permis de a stabili valorile limita optimale ale solutiei de adenozina 7,5...12,0 (concentratia finala
2,3...3,7 mM/1), pentru obtinerea efectului pozitiv.

Analizele au fost efectuate in Laboratorul Biochimie si Laboratorul Imunologie si Alergologie al IFP (in volum de
300 analize), iar rezultatele obtinute au permis de a argumenta efectul pozitiv si avantajul metodei propuse fata de
prototip. La folosirea metodei descrise se mareste sensibilitatea, specificitatea si reproductibilitatea metodei de
determinare, se micsoreaza eroarea si chieltuielile de reagenti, creste productivitatea muncii cu un efect economic
apreciabil.



