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(54) Metoda de diagnostic al tuberculozei pulmonare

(57) Rezumat:
1

Inventia se refera la medicina, in special la
medicina de laborator, §i poate fi folosita
pentru determinarea etiologiei procesului
patologic pulmonar, diagnosticul diferential al
tuberculozei pulmonare si cu scop de
elaborare a metodelor de tratament.

Esenta inventiei constd 1in pregatirea
probelor duble de cercetat, de control, blanc si
standard, si anume in proba de cercetat se
utilizeazd sputa prelevata de la pacient si un
mediu de incubare, care contine 7,5...12,0 mM
de adenozind cu concentratia finala 2,3...3,7
mM/1 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;
in proba blanc se utilizeaza ser fiziologic §i un
mediu de incubare, care contine 7,5...12,0 mM
de adenozind 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; proba standard

2
se pregateste analogic, dar proba de cercetat se
inlocuieste cu o solutie standard de sulfat de
amoniu, dupd care probele se incubeaza la
temperatura de 37°C, timp de 30 min, apoi in
probe se adauga un amestec ce contine solutie
de 1% de fenol si 0,5 mM nitroprusiat de
sodiu, urmata de adaugarea unei solutii de 10%
NasPOs ce contine 10 mM hipoclorit de sodiu
pentru stoparea reactiei enzimatice, apoi
probele se incubeaza la temperatura de 37°C,
timp de 30 min; dupd incubare se masoara
absorbanta probelor pregitite la lungimea de
undd 630 nm, apoi se determind activitatea
adenozindezaminazei, concentratia proteinei in
proba de cercetat, activitatea specifica a
adenozindezaminazei, concentratia procentuala
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.
Revendicari: 1




(54) Method for diagnosis of pulmonary tuberculosis

(57) Abstract:
1

The invention relates to medicine, in
particular to laboratory medicine, and can be
used for determining the etiology of pulmonary
pathologic process, differential diagnosis of
pulmonary tuberculosis and with the object of
developing methods of treatment.

Summary of the invention consists in the
preparation of double test, control, blank and
standard samples, namely in the test sample is
used the sputum taken from the patient and an
incubation medium, comprising 7.5...12.0 mM
of adenosine with a final concentration of
2.3...3.7 mM/L dissolved in 0.05 M potassium
phosphate buffer solution with pH 7.4; in the
control sample is used the sputum taken from
the patient and an incubation medium,
comprising 0.05 M potassium phosphate buffer
solution with pH 7.4; in the blank sample is
used physiological saline and an incubation
medium, comprising 7.5...12.0 mM of
adenosine with a final concentration of
2.3...3.7 mM/L, dissolved in 0.05 M
potassium phosphate buffer solution with pH

2
7.4; the standard sample is prepared in a
similar way, but the test sample is replaced
with a standard ammonium sulfate solution,
after which the samples are incubated at 37°C,
for 30 min, then a mixture comprising 1%
phenol and 0.5 mM sodium nitroprusside
solution is added to the samples, followed by
the addition of a 10% NasPO.s solution
comprising 10 mM sodium hypochlorite to
stop the enzymatic reaction, then the samples
are incubated at 37°C, for 30 min; after the
incubation is measured the absorption of the
prepared samples at a wavelength of 630 nm,
then is determined the adenosine deaminase
activity, the protein concentration in the test
sample, the adenosine deaminase specific
activity, the percentage concentration of
lymphocytes in the peripheral blood of the
patient and is determined the coefficient K, and
if the coefficient K is greater than 19.7, the
pulmonary tuberculosis is diagnosed.
Claims: 1

(54) MeToa 1MArHOCTHKHU Ty0epKy.ie3a Jerkux

(57) Pedepar:

N300pereHne OTHOCHTCS K MEIUIIMHE, B
YaCTHOCTH K JIaDOpaTOpHON MeEUIMHE, |
MOKET OBITh HCITOJIB30BAHO ISl OMPEIICICHUS
STHOJIOTUU  JICTOYHOTO  MATOJIOTMYECKOTO
mporecca, aupGepeHIINaTbLHON TUATHOCTHKA
TyOepKyie3a JICTKHX U C IENbI0 pa3padoTKu
METOJIOB JICUCHHUSL.

CymHocTs M300peTeHHs] 3aKII0YaeTcs B
MPUTOTOBJICHUM  JBOWHBIX  OOpa3IOB IS
WCCIIEJIOBAHMS,  KOHTPOJsS,  IYCTOrO  H
CTaH/apTa, a IMEHHO B HMCCIIETyeMOM o0paslie
HCTONB3YIOT MOKPOTY, B3STYIO y TAlUEHTA U
WHKYOAIMOHHYIO cpeny, COJIepIKaIILyIo
7,5..12,0 MM ajmeHo3WHa C  KOHEYHOM
KoHLeHTpanwuel 2,3...3,7 MM/, pacTBOpeHHON
B 0,05 M OydepHoM pactBope (ochaTa Kanus
¢ pH 7,4, B KOHTpOJIBHOM 0Opas3siie
HCTONB3YIOT MOKPOTY, B3STYIO y TAIUEHTA U
WHKYOAIMOHHYIO cpeny, coaepxkantyio 0,05 M
OydepHoro pactBopa (¢ocdara kamus ¢ pH
7,4; B myctoM o00pas3le  UCIOJIB3YIOT
(hU3NOTOTHYECCKII PAaCTBOP U HHKYOAITMOHHYIO
cpeny, COZIEPIKAILYIO 7,5...12,0 MM
aJIeHO3MHA, C KOHEYHOM KOHIEHTpauuen
2,3...3,7 MM/n, pactBopennsiii B 0,05 M
OydepHoM pactBope (ocdara xamus ¢ pH 7,4;

2
CTaHAApTHBI ~ oOpaselnl  MPUTOTABIMBAIOT
aHAJIOTMYHO, HO HCCIeAyeMbli  obOpasen
3aMEHEH CTaHJapTHBIM PAacTBOPOM cCynbdaTa
aMMOHHS, TI0CJE€ 4Yero oOpaslbl WHKYOUPYIOT
mpu temmeparype 37°C, B teuenue 30 MmuH,
3areM B  00Opasibl J00aBJISIIOT ~ CMECh
conepxarryto  1%-ii pactBop ¢enona u 0,5
MM HUTPONpPYCCHI HATpHs, C MOCIEAYIOUIIM
nobasnenneM 10%-noro pactBopa NazPOy
conepxamero 10 MM runoxyioput HaTpus s
OCTaHOBKHM (PEpPMEHTATHBHOW pEaKLUH, 3aTeM
o0paslpl  MHKYOMPYIOT IIpU  TeMIIepaType
37°C, B Teuenue 30 MUH; Iocie MHKYOAIMH
N3MEpSIIOT adCcOopOIMIO TONTYUYEHHBIX 00pa3oB
IpH JUTMHE BOJHBI 630 HM, 3aTeM ONpeeNsoT
AKTHBHOCTb a/ICHO3MH]Ie3aMHHA3HI,
KOHLIGHTpalMio ~ Oelka B HCCIEAYEeMOM
obpastie, YIAESITBHYIO AKTUBHOCTb
a/ICHO3MH/Ie3aMIHA3BI, MIPOLIEHTHYIO
KOHLICHTPALHIO TuMdoUTOB B
nepudepudeckoli  KpoBM ~ NalMeHTa WU
ONpeIsIIoT KOX(PUIHECHT K, eciu
ko3 durmeHT K OonbIre 19,7,
JIMarHOCTUPYIOT TyOepKyJIe3 JIETKHX.
I1. popmymsr: 1
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Descriere:
(Descrierea se publici in redactia solicitantului)

Inventia se referd la medicind, in special la medicina de laborator, si poate fi folosita 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 cunoscuta metoda de diagnostic al procesului patologic pulmonar, care se bazeaza pe
determinarea activitatii adenozindezaminazei (ADA) 1n serul sangvin si care include incubarea
probei de cercetat in mediul de incubare ce contine adenozina, 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 dupd o incubare la 37°C se masoara absorbanta la 620 nm a
produsului colorat al reactiei fatd de proba blanc care se monteaza la fel si care contine aceiasi
reactivi, dar proba de cercetat se inlocuieste cu o cantitate echivalenta de ser fiziologic.
Determinarea activitatii enzimei se efectueaza reiesind din curba de calibrare, construita in
baza unor dilutii succesive ale solutiei standard ce contine anionul de NHs+. Cresterea
nivelului seric al activitatii ADA 1in raport cu grupul martor permite de a stabili etiologia de
natura tuberculoasa a procesului patologic pulmonar [1].

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

Cea mai apropiata dupa esenta si rezultatul obtinut este metoda de determinare a etiologiei
procesului patologic pulmonar care se bazeaza pe determinarea adenozindezaminazei in serul
sangvin si lichidul pleural. Activitatea ADA in lichidul pleural egala cu 40 UlI/l sau mai mare si
in serul sangvin mai mare de 26 Ul/I indica o probabilitate mare ca pleurezia este de etiologie
tuberculoasa [2].

Dezavantajul acestei metode constd 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 cd metoda descrisa este invaziva, deoarece
prevede punctia venei cubitale sau punctia cavitatii pleurale. Pe de altd parte, metoda descrisa
nu poate fi realizatd 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 1n faptul ca nu asigura posibilitatea efectudrii analizei in
serie, ceea ce influenteazd negativ asupra productivitatii metodei. Metoda are eficientd
economica joasd, deoarece prevede folosirea cantitatilor mari de reactivi costisitori.

Problema pe care o rezolva inventia constd 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, oferd posibilitatea efectuarii
analizei 1n serie, ceea ce influenteaza pozitiv asupra productivitatii metodei. Un alt avantaj al
metodei consta 1n faptul ca ea este neinvaziva, deoarece prevede folosirea sputei expectorate de
pacienti.

Esenta inventiei constd in pregatirea probelor duble de cercetat, de control, blanc si
standard, si anume in proba de cercetat se utilizeaza sputa prelevatd 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
utilizeaza sputa prelevatad de la pacient i un mediu de incubare, care contine 0,05 M de solutie
tampon de fosfat de potasiu cu pH 7,4; in proba blanc se utilizeaza ser fiziologic si un mediu
de incubare, care contine 7,5...12,0 mM de adenozini 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; proba standard se
pregateste analogic, dar proba de cercetat se inlocuieste cu o solutie standard de sulfat de
amoniu, dupd 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,
urmatd de adaugarea unei solutii de 10% NasPO, 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,
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activitatea specificd a adenozindezaminazei, concentratia procentuald a limfocitelor in sangele
periferic al pacientului si se determind coeficientul K, in cazul in care coeficientul K este mai
mare de 19,7 se diagnosticheaza tuberculoza pulmonara.

Avantajul metodei constd in aceea ca, la determinarea etiologiei procesului patologic
pulmonar se méareste precizia si reproductibilitatea, se micsoreaza eroarea si cheltuielile de
reagenti, creste productivitatea muncii. Prelucrarea materialului biologic in 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
modificdrile activititii ADA in diferite stari patologice.

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

Metoda se efectueaza in modul urmator: se pregatesc probele duble de cercetat, de control,
blanc si standard, si anume in proba de cercetat se picura in godeuri sputa prelevatd de la
pacient si un mediu de incubare, care contine 7,5...12,0 mM de adenozind 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 picura 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 adenozind cu concentratia
finala 2,3...3,7 mM/] dizolvata in 0,05 M de solutie tampon de fosfat de potasiu cu pH 7,4;
proba standard se pregateste 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 picura un amestec ce contine solutie de 1% de fenol si 0,5 mM nitroprusiat de
sodiu, urmata de adaugarea unei solutii de 10% NasPO. 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 pregitite 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/1):

activitatea ADA = [(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;

180 - timpul de incubare, s;

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

activitatea specificd 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 procentuald a limfocitelor in sangele periferic al pacientului
si se determina coeficientul K conform formulei:

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

Atunci cand coeficientul K este egal sau mai mare de 19,7 se stabileste etiologia de origine
tuberculoasa a procesului patologic, iar daca coeficientul K este mai mic de 19,7, atunci se
stabileste ca procesul patologic este de alta etiologie.

Rezultatul inventiei consta in marirea sensibilitatii, specifitatii si reproductibilitatii metodei
de determinare a 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 sangele periferic -
37%.

Se determina activitatea specificd a ADA, pentru aceasta 20 ul material de cercetat — sputa,
se pipeteaza in duplicat in godeurile nr. 1 ¢i 2 ale microplicii cu 96 godeuri (proba de
cercetat), apoi se adaugd cate 75 pl mediu de incubare ce contine 7,5 mM adenozina
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(concentratia finald 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 misoara cate 20
pl 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 cite 20 pl ser fiziologic, se pipeteazd 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 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% NasPOy ce contine 10 mM hipoclorid de sodiu. in continuare, probele se tin la
37°C 30 min, dupa care se masoard absorbanta la 630 nm. In mod analogic, in duplicat se
monteaza proba standard, care se prelucreaza la fel, dar proba de cercetat se inlocuieste cu 20
ml solutie standard 4 mmol/l sulfat de amoniu - (NH4)2SOa4.
La masurarea absorbantei s-a obginut:
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/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 - 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/l.
in continuare, se determini concentratia de proteina in proba de cercetat — sputa, cu ajutorul
kiturilor de analiza, confom instructiunilor anexate la kit. In cazul dat concentatia de proteind
(P) in sputa pacientului: P = 44,4 g/l. Apoi, se calculeaza activitatea specifica a ADA in proba
de cercetat dupa formula:
ADA, (nM/s/g prot) = ADA (nM/s/1)/ 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 n sangele periferic al pacientului constituie 37%.
in continuare, se calculeazi coeficientul K — activitatea specificd a ADA (nM/s/g prot) se
raporteaza la concentratia procentuala de limfocite in sangele 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
naturd non-tuberculoasa a procesului patologic pulmonar.

Exemplul 2

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

Se determind activitatea specifica a ADA, pentru care 20 ul material de cercetat — sputd, se
pipeteaza in duplicat in godeurile nr. 1 ¢i 2 ale microplacii 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 adenozina (concentratia finald 3,7 mM/1). In godeurile nr. 3 si 4 ale microplacii
cu 96 godeuri (proba de control) se masoara 20 ul material de cercetat, se pipeteaza 75 pl
mediu de incubare ce contine 0,05 M tampon fosfat de potasiu cu pH 7,4, dar nu contine
adenozind. In godeurile nr. 5 si 6 (proba blanc) se masoard 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 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 mdsoara absorbanta la 620 nm. in mod analogic, se
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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)2SOa4.
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 intii 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/l = 0,0222 x 1000 = 22,2 uM/s/1.

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

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

ADA, (nM/s/g prot) = ADA (nM/s/1)/ P,

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

P - concentatia de proteina in sputa, g/1.

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

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

in continuare, se calculeazd coeficientul K - activitatea ADA raportati 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
tuberculoasd a procesului patologic pulmonar.

Exemplul 3

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

Se determind activitatea specifica a ADA, pentru care 20 ul material de cercetat — sputd, se
pipeteaza in duplicat iIn 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 adenozini (concentratia finala 3,7 mM/1). in godeurile nr. 3 si 4
ale microplacii cu 96 godeuri (proba de control) se masoara 20 pl material de cercetat, se
pipeteaza 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 20 ul 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 adenozind. Se agitd si se incubeaza 30 min la 37°C. Dupi 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% NasPOs ce contine 10 mM hipoclorit de sodiu. In continuare,
probele se agitd 15 s si se tin la 37°C 30 min, dupi 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)2SOa.

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],
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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/1= 0,0454 x 1000= 45,4 uM/s/1.

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

Apoi, se calculeaza activitatea specifica a ADA raportata la 1 g proteina dupa formula:

ADA, (nM/s/g prot) = ADA (nM/s/1)/ P,

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

P - concentatia de proteina in sputa, g/1.

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

Concentratia procentuald de limfocite in sangele periferic al pacientului constituie - 10%.

in continuare, se calculeazd coeficientul K - activitatea ADA raportati 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
tuberculoasd a procesului patologic pulmonar.

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

(56) Referinte bibliografice citate in descriere:

1. Farazi A., Moharamkhani A., Sofian M. Validity of serum adenosine deaminase in
diagnosis of tuberculosis. Pan. Afr. Med. J., 2013 Aug 14, 15, p. 133

2. Sharmeen Ahmed, Reaz Fatema, Ahmed Abu Saleh, et al. Diagnostic Significance of
Pleural Fluid Adenosine Deaminase Activity in Tuberculous Pleurisy. Med. Coll. J.,
2011, 5(1), p. 1-5
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(57) Revendicari:

Metoda de diagnostic al tuberculozei pulmonare, care consta in pregatirea probelor duble de
cercetat, de control, blanc si standard, si anume in proba de cercetat se picura in godeuri sputa
prelevata de la pacient si un mediu de incubare, care contine 7,5...12,0 mM de adenozina 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 picura 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 dizolvata in 0,05 M de solutie tampon de fosfat de potasiu
cu pH 7,4; proba standard se pregateste 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 picurd un amestec ce contine solutie de 1% de fenol si 0,5
mM nitroprusiat de sodiu, urmata de adaugarea unei solutii de 10% NasPOs ce contine 10 mM
hipoclorit de sodiu pentru stoparea reactiei enzimatice, apoi probele se incubeazd 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 (ADA), unde
valorile absorbantei sunt valorile medii ale probelor duble, conform formulei, (nM/s/1):

activitatea ADA = [(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,
180 - timpul de incubare, s;

apoi se determina concentratia proteinei In proba de cercetat, dupd care se determina
activitatea specifica a adenozindezaminazei conform formulei, (nM/s/g prot.):

activitatea specificd 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 procentuald a limfocitelor in sangele periferic al pacientului
si se determina coeficientul K conform formulei:

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