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I. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El Hospital Nacional Neumoldgico y Medicina Familiar Dr. José Antonio Saldafa se inici6
en el afo 1909, esta ubicado en la finca la Perla de los Planes de Renderos y dedicado
principalmente al tratamiento y aislamiento de los enfermos con tuberculosis y

enfermedades respiratorias.

Brinda a la poblacion que lo requiera servicios de salud ambulatoria y de hospitalizacion
en forma oportuna y eficaz, contribuyendo principalmente a la reduccién de la
mortalidad, éste atiende a pacientes con enfermedades respiratorias avanzadas y con un

alto o bajo grado de inmunosupresion.

La  tuberculosis es una enfermedad infectocontagiosa y generalmente cronica
producida por el bacilo Mycobacterium tuberculosis, siendo su localizacién primaria en el
pulmon, este es detectado en muestras de liquido de derrame o esputo que se analizan

en el laboratorio a través de la técnica de coloracion Ziehl-Neelsen.

Cuando se posee un factor predisponente como el VIH/SIDA esta se puede diseminar a
otras localizaciones tales como: Pleura, ganglios linfaticos, pericardio, etc., por lo que
resulta tardio su diagnostico a través de baciloscopia y cultivo. En estos casos se hace
uso de técnicas auxiliares de diagnostico de tuberculosis extrapulmonar, como la
prueba Adenosin deaminasa (ADA) que consiste en un ensayo colorimétrico en el que

se determina la actividad de la enzima Adenosin deaminasa en liquidos de derrame.
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Revisando la casuistica de afios anteriores, el mayor niumero de casos de tuberculosis
extrapulmonar se presentan en pacientes VIH/SIDA, y su diagnéstico fue confirmado a

través de la realizacién de la prueba Adenosin deaminasa (ADA).

No se conoce la existencia de un estudio especifico en donde refleje la frecuencia con
que la tuberculosis extrapulmonar se presenta en éstos pacientes al obtener un
resultado positivo a la prueba, sobre su contribucién al diagnéstico de tuberculosis
extrapulmonar; asi como los liquidos de derrame frecuentemente utilizados para su

realizacion.

Ante esta situacién nos planteamos las siguientes interrogantes:

:Con que frecuencia se dan resultados positivos a la prueba Adenosin deaminasa (ADA)
para el diagnostico de tuberculosis extrapulmonar en pacientes con VIH/SIDA en el afio

20127

;Cual es el tipo de liquido de derrame mas frecuentemente utilizado para la realizacion

de la prueba en pacientes con VIH/SIDA en el afio 20127?




II. JUSTIFICACION

En muchas partes del mundo la tuberculosis sigue siendo la causa mas comun de
derrame pleural en ausencia de enfermedad pulmonar demostrable y su diagnostico

debe ser considerado en cualquier paciente que presente coinfeccion con VIH/SIDA.

Durante afos se han practicado los métodos de diagndstico ya conocidos, todos ellos
de gran utilidad para la deteccion del agente causal de tuberculosis llamado
“Mycobacterium tuberculosis”, este tiene la capacidad de no solo localizarse en los
pulmones, sino que puede diseminarse a otros 6érganos por via hematdgena y linfatica;
lo que afecta principalmente aquellos pacientes que presentan coinfeccion con

VIH/SIDA.

La prueba Adenosin deaminasa (ADA) contribuye al diagnostico de la tuberculosis
secundaria. La determinacion de la enzima en liquidos pleural, peritoneal,
cefalorraquideo, entre otros; ayuda al diagnostico de la tuberculosis extrapulmonar, la

cual afecta principalmente la pleura, meninges respectivamente.

En nuestro pais, las autoridades de salud dan mayor importancia a la tuberculosis
pulmonar, porque es la que presenta mayor propagacion en la poblacion en general, y
que afecta principalmente a pacientes que presentan coinfeccién con VIH/SIDA; siendo
los mas vulnerables a complicaciones secundarias como la tuberculosis extrapulmonar.
Se tiene conocimiento sobre pruebas que apoyan el diagnostico de ésta tal como
Adenosin deaminasa (ADA); sin embargo, no se les da la importancia que merece, ya que
son herramientas Utiles para la deteccion de casos positivos a tuberculosis

extrapulmonar.




Ante éste problema, surgid la inquietud de éste estudio, en donde se conocid la
frecuencia de los resultados positivos a la prueba Adenosin deaminasa (ADA) en
pacientes que presentan VIH/SIDA, al mismo tiempo que se identifico el tipo de liquido
de derrame mas frecuentemente utilizado para la realizacion de la prueba y se

determin6é su importancia, como complemento al diagnostico para la detecciéon de

tuberculosis extrapulmonar.




OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL:

%

Conocer la frecuencia de resultados positivos a la prueba de tuberculosis
extrapulmonar  Adenosin deaminasa (ADA) en muestras de pacientes con
VIH/SIDA analizadas en el laboratorio clinico del Hospital Nacional Neumoldgico

Y Medicina Familiar Dr. José Antonio Saldana.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

X/
o

X/
°e

Establecer la frecuencia con que se da tuberculosis extrapulmonar, detectada a
través de la realizacién de la prueba Adenosin deaminasa (ADA) en pacientes con

VIH/SIDA.

Identificar el tipo de liquido de derrame mas frecuentemente enviado al
laboratorio clinico del Hospital Nacional Neumologico y Medicina Familiar Dr.
José Antonio Saldafa para la realizacion de la prueba Adenosin deaminasa (ADA)

en pacientes con VIH/SIDA.

Determinar la importancia de la realizacion de la prueba, como apoyo diagnéstico

para la deteccién de tuberculosis extrapulmonar.




IV. MARCO TEORICO

La tuberculosis es una enfermedad granulomatosa cronica transmisible causada por

Mycobacterium tuberculosis. En general puede atacar cualquier 6rgano o tejido corporal.

Segun la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), cerca de 2 mil millones de personas,
un tercio de la poblacién del mundo, han estado expuestas al patdogeno de la
tuberculosis. Sin embargo, no todas las infecciones por M. tuberculosis causa la
tuberculosis y muchas infecciones son asintomaticas. Cada afio, 8 millones de personas
se enferman con la tuberculosis, y 2 millones de personas mueren de la enfermedad a
escala mundial. En 2004, alrededor de 14,6 millones de personas tenian la enfermedad
activa con 9 millones de nuevos casos. La tasa de incidencia anual varia de 356 por
100.000 en Africa y 41 por 100.000 en América. La incidencia de la tuberculosis varia con
la edad. En Africa, la tuberculosis afecta principalmente a adolescentes y adultos jovenes.
Sin embargo, en paises donde la tuberculosis ha pasado de alta a baja incidencia, como
los Estados Unidos es principalmente una enfermedad de personas mayores o de los

inmunocomprometidos.

Las infecciones, el aumento del VIH y el descuido de control de la tuberculosis por
programas han permitido su resurgimiento. La aparicién de resistencia en unas cepas
también ha contribuido a una nueva epidemia, de 2000 a 2004, el 20 % de los casos de

tratamientos estandar eran resistentes a de medicamentos de segunda linea.

Hay una serie de factores que se sabe hacen que las personas sean mas susceptibles a la
infeccion, de todo el mundo la mas importante de ellos es el VIH. La coinfeccién con el
VIH es un problema particular en el Africa subsahariana, debido a la alta incidencia de

VIH en estos paises.

Los fumadores que consumen mas de 20 cigarrillos al dia también aumentan el riesgo

de la tuberculosis de dos a cuatro veces. La diabetes mellitus es un factor de riesgo




importante que esta creciendo en importancia en los paises en desarrollo. Otros estados
de enfermedad que aumentan el riesgo de desarrollar tuberculosis son el linfoma de
Hodgkin, el final de la enfermedad renal, enfermedad pulmonar crénica, la desnutricién
y el alcoholismo. La dieta también puede modular el riesgo. A pesar de una relacion de
causalidad no se prueba por estos datos este aumento del riesgo que podria ser
causado por las deficiencias de micronutrientes, posiblemente de hierro, vitamina B12 o
vitamina D. Otros estudios han proporcionado mas evidencias de una relacion entre la
deficiencia de vitamina D y un mayor riesgo de contraer tuberculosis. A nivel mundial, la
malnutricién grave comun en algunas partes del mundo en desarrollo provoca un gran
aumento en el riesgo de desarrollar tuberculosis activa, debido a sus efectos nocivos
sobre el sistema inmunitario. Junto con el hacinamiento, la mala alimentacion puede

contribuir el fuerte vinculo observado entre la tuberculosis y la pobreza.

En regiones del mundo donde la infeccion de VIH es prevalente, esta infeccion se ha
convertido en el factor de riesgo aislado mas importante para el surgimiento de la

tuberculosis. (Patologia Humana, 8° edicion)

La tuberculosis (TB) extrapulmonar supone el 10-20% del total de TB que padecen los
enfermos inmunocompetentes, aunque esta frecuencia de presentacion se incrementa
notablemente en las personas portadoras de algin grado de inmunodeficiencia. Los
enfermos con TB vy SIDA severamente inmunodeprimidos pueden presentar

localizaciones extrapulmonares hasta en un 60% de los casos.

AGENTE CAUSAL DE LA TUBERCULOSIS

EL Genero Mycobacterium comprende bacilos aerobios no moviles ni espurulados con
02 a 0,6 X 1 a 10 micras de tamafo, los bacilos producen en ocasiones filamentos

ramificados, pero estas ramificaciones se pueden alterar con facilidad. La pared celular es




rica en lipidos lo que convierte a la superficie a la superficie en hidrofobia y a la
micobacteria en resistente a muchos desinfectantes y también a colorantes de

laboratorio comunes como el Gramy Giemsa.

Una vez tedidos los bacilos se muestran resistentes a la decoloracion con soluciones
acidos; de ahi el calificativo de acidorresistentes, puesto que la pared celular micro
bacteriano es completa y estos microorganismos son delicados, la mayoria de las
micobacterias crecen con lentitud y se dividen cada 12 o 24 horas. (Murray Patrick,

2006)

El Mycobacterium tuberculosis es un patdgeno muy importante en el ser humano infecta
frecuentemente a pacientes con SIDA, son patdgenos oportunistas. (De Jawetz, Melnick

y Adelber, 1995)

FISIOLOGIA Y ESTRUCTUCTURA

Las micobacterias poseen una pared celular compleja. El fundamento estructural consiste
en un esqueleto de peptidoglicano con moléculas de arabinogalactano —micolato unidas

con fuerzas covalentes, y esta cubierto por una capa de lipidos libres y polipeptidos.

Los glicolipidos superficiales entre los que se incluyen micosidos especificos de especie
(peptidoglucolipidos, oligoliposacaridos) y glicolipidos fendlicos, son altamente
antigénicos .Constituyen el 25% del peso de la pared celular y contribuye a la

propiedades hidrofobicas de las micobacterias .

Otro lipido de la pares es el factor cordon (6,6—-dimicolato de trehalosa) es responsable
de la alineacion paralela de hileras de bacilos (formacion de cordones), una de las

caracteristicas de las cepas virulentas de M. tuberculosis




Las cadenas peptidicas de las capas externas comprenden el 15% del peso de la pared
celular y son antigenos importantes desde el punto de vista bioldgico, que estimulan la

respuesta de inmunidad celular frente a la infeccion.

El esqueleto peptidoglicano es relativamente uniforme en todas las especies
microbacterianas, y presenta el componente principal de la pared celular.(Murray

Patrick, 2006)

FORMAS DE TUBERCULOSIS EXTRAPULMONAR

La pandemia del SIDA, entre cuyas complicaciones infecciosas destacan las formas
diseminadas y extrapulmonares de la tuberculosis, sin duda hara variar la frecuencia de
estas localizaciones. Frecuentemente un derrame pleural aparentemente solitario se
acompana de liquido pericardico y peritoneal demostrables por procedimientos

ecograficos.

El diagnostico de la tuberculosis extrapulmonar plantea problemas especiales, ya que la
combinacién de poblaciones bacilares reducidas, asentando oOrganos relativamente
inaccesibles, hace mas dificil su confirmacion bacterioldgica. Esto obliga a recurrir

frecuentemente a biopsias u otros procedimientos invasivos.
A. TUBERCULOSIS MILIAR
Es una de las manifestaciones mas graves de las diseminaciones hematdgenas.

La diseminacién misma se produciria por la erosion de un vaso sanguineo, con el
vaciamiento en él de contenido caseoso, desde cualquier foco del organismo, lo que al
ocurrir en un individuo con baja inmunidad, determina una siembra de pequefios
granulomas, frecuentemente caseificados, que por comparaciéon con los granos de mijo,

han sido llamados miliares.




Se habia hecho muy infrecuente, pero ha vuelto a aparecer como una manifestacion mas

de las diseminaciones hematdgenas que acompafan al SIDA.

La bacteriologia es de poca utilidad en estos casos; es infrecuente que el bacilo se
encuentre en el examen de expectoracidon, y aunque los cultivos sean positivos, no son
muy Utiles en el momento de las decisiones, dada la demora de varias semanas que

demanda su informe.

El hemograma esta casi siempre alterado, la anemia es de regla; la leucopenia, la
plaguetopenia y, en ocasiones una verdadera pancitopenia. También puede encontrarse

leucocitosis, con neutrofilia.

Las enzimas hepaticas estan alteradas, es frecuente la elevacion de la fosfatasa alcalina.
En los casos tipicos, la imagen radiologica en tempestad de nieve, producida por
sumacion de lesiones, es muy caracteristica. El diagndstico oportuno de tuberculosis
miliar requiere plantear esa sospecha clinica en todos los enfermos graves, sin
diagnodstico definido y, mas especialmente, en los casos de fiebre de origen no
precisado. La aparicion del Sindrome de inmunodeficiencia adquirida a dramatizado adn
mas las dificultades diagndsticas que presentan las diseminaciones de la tuberculosis y la

necesidad de procedimientos de exploracion cada vez mas agresivos.
B. MENINGITIS TUBERCULOSA

Es la forma mas grave de la enfermedad. Actualmente se presenta de preferencia en los

adultos, sobre todo en sujetos debilitados.

Clasicamente, forma parte de las diseminaciones hematogenas posprimarias precoces de
la tuberculosis, acompafandose en alrededor de la mitad de los casos, de una siembra

miliar concomitante.
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Se caracteriza por la produccion de un exudado espeso, gelatinoso, que se deposita en
la base del cerebro, interfiriendo con la circulacion de liquido cefalorraquideo. Son

comunes los tuberculomas.

Puede haber un comienzo gradual de una a dos semanas de decaimiento, apatia,
constipacién, cambios de caracter, conducta aberrante, cefalea, diplopia y otros signos
leves de irritacion meningea, acompanados de fiebre y de algin compromiso de estado

general.

Luego la fiebre se hace mas significativa y aparecen los signos meningeos, la cefalea
intensa, los vémitos explosivos y algun compromiso sensorio o convulsiones,

indicadores todos del inicio de la hipertension endocraneana.

Su analisis demuestra un aumento de proteinas, por encima de 50 mg/dl y de la
celularidad, con frecuente predominio de polimorfonucleares en las primeras etapas y de
los linfocitos posteriormente, en tanto que la glucosa generalmente esta por debajo de

0.50 mg/dl y los cloruros bajo 100mEq/L.

El estudio bacterioldgico de LCR es de utilidad no despreciable, aunque generalmente

en forma retrospectiva.

El diagndstico de meningitis tuberculosa puede ser muy facil o extraordinariamente
dificil, ésta no tiene una poblacion bacilar especialmente numerosa, y, por lo tanto, no

habria razones tedricas para cambiar los esquemas terapéuticos habituales.

Sin embargo, dada la gravedad de la afeccion, nadie puede oponerse a reforzar el
tratamiento, prolongando la etapa diaria inicial a dos meses y alargado el tiempo total

de quimioterapia a nueve meses.

11
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C. PLEURESIA TUBERCULOSA

Complicacién mas frecuente de la tuberculosis pos primaria, especialmente en nifios
mayores, adolescentes y adultos jovenes, pero en realidad puede ocurrir a cualquier

edad.

La sintomatologia es cuadro sistémico con fiebre y dolor pleural, ante el examen fisico se
observa una matidez hidrica, abolicién de las vibraciones vocales y el murmullo vesicular

y soplo pleuritico.

Su diagnostico puede apoyarse en la radiologia, la cual muestra una opacidad por
derrame pleural. Generalmente determina un derrame libre, con abundante cantidad de
liquido. El liquido también puede aparecer enquistado, lo que ocurre frecuentemente

después de la repeticion, a veces innecesario, de las punciones pleurales.

El analisis quimico demuestra que se trata de un exudado, es decir que tiene mas de 30

mg/dl de proteinas, y una LDH superior a 250 unidades. (Farga Victorino, 1992)
MANIFESTACIONES CLINICAS DE LA TUBERCULOSIS EN LA ENFERMEDAD POR VIH

La presentacion clinica de la tuberculosis en el paciente infectado por el VIH difiere de la
clasicamente descrita en la poblacién general, por lo que algunos autores la han llamado
" la nueva tuberculosis”. La mayor virulencia de M. tuberculosis respecto a otros
patdgenos oportunistas que complican la infeccion por VIH determina que la mayoria de
los pacientes que desarrollan una tuberculosis no hayan padecido todavia enfermedades
definitorias de SIDA; hasta en un 70 por ciento de los casos la tuberculosis
extrapulmonar supone el criterio definitorio de SIDA. La afectacién pulmonar no se da

en mas de la mitad de los casos; el resto presenta afectacion extrapulmonar exclusiva o

mixta, pulmonar y extrapulmonar.

12
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El estado de inmunosupresion del sujeto parece ser el principal condicionante de la
presentacion clinica, de modo que los pacientes con mayor inmunodepresion tienden a

presentar con mayor frecuencia formas extrapulmonares y, sobre todo, diseminadas.

Por otro lado, dentro de las formas pulmonares, aquellas presentaciones mas parecidas
a las clasicas son mas frecuentes en los pacientes con estados inmunitarios mas
conservados. Los sintomas y signos de la tuberculosis en los pacientes infectados por el
VIH son inespecificos y no permiten distinguir la enfermedad de otras infecciones
oportunistas. La fiebre es un signo practicamente constante mucho mas frecuente que

en los pacientes inmunocompetentes.

El paciente puede acudir con un cuadro agudo de pocas horas o dias de evolucion,
similar a una infeccion bacteriana clasica, o con cuadros de varios dias de evolucion,

caracterizado por fiebre y sintomas sistémicos inespecificos.

(http://www.monografias.com/trabajos5/tuber/tuber.shtml#manifl)

MANEJO DE LA COINFECCION TUBERCULOSIS/VIH

En adultos y adolescentes, el proveedor de servicios de salud debe tener presente que
las personas con VIH, tienen mayor riesgo de desarrollar la enfermedad tuberculosa en
el transcurso de su vida, que aquellas sin VIH. Esto debido a factores inmunoldgicos tales
como: linfocitos CD4 disminuidos y alteraciones en la produccién de citocinas

importantes para la proteccion como el gammainterferén.

La TB puede darse por reactivacion de una infeccion latente, que es lo mas comun dada
la alta frecuencia de infeccién en la poblacién general, o bien por la adquisicion de una

infeccion exdgena o reinfeccion reciente.

13

——
| —



1. Las manifestaciones clinicas y radioldgicas de la TB pulmonar en pacientes con VIH

guardan relacion con el nivel de linfocitos CD4:

a) En los pacientes con niveles de linfocitos CD4 altos (> 500 células/ mm3) las

manifestaciones clinicas y radioldgicas no son diferentes a las de los pacientes sin VIH.

b) En los pacientes con niveles de linfocitos CD4 bajos (< 200 células/ mm3) la fiebre es
el principal sintoma y a veces el Unico, la tos puede ser escasa o estar ausente y la
pérdida de peso es comun a otras infecciones oportunistas. En su presentacién

pulmonar radiolégica no se presentan cavitaciones y puede afectar los |6bulos inferiores.

En un alto porcentaje de pacientes hay afeccion extrapulmonar y la radiografia de torax
puede mostrar linfadenopatia mediastinal, derrame pericardico o pleural o un patrén
micronodular difuso correspondiente a TB miliar. Existe ademas la posibilidad de
presentar radiografia de térax normal. Las formas mas frecuentes de TB extrapulmonar

en pacientes con VIH son: ganglionar, pleural, miliar, meningea, abdominal y pericardica.

2. El proveedor de servicios de salud debe considerar para el manejo de la coinfeccion

TB/VIH lo siguiente:

a) Todo paciente con diagnostico de TB debe ser tamizado para VIH en el momento del

diagnostico.

b) A todo paciente con VIH se le debe descartar TB.

c) Cuando el paciente es diagnosticado con TB y VIH al mismo tiempo debe iniciarsele
tratamiento antituberculoso inmediatamente y referirse a médico especialista o
encargado de la terapia antirretroviral para inicio de la terapia antirretroviral dentro de
las dos a ocho semanas de iniciado el tratamiento antituberculoso, independientemente

del conteo de linfocitos CD4.
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d) Cuando el paciente es diagnosticado con TB y en el curso del tratamiento
antituberculoso es diagnosticado con VIH debe continuarse el tratamiento
antituberculoso y debe ser referido al médico especialista o al médico encargado de la

terapia antirretroviral para inicio de terapia antirretroviral lo antes posible.

e) Cuando el paciente conocido con VIH no esta en tratamiento antirretroviral y es
diagnosticado con TB debe iniciarsele tratamiento antituberculoso inmediatamente y
referirse a médico especialista 0 encargado de la terapia antirretroviral para inicio de la

terapia antirretroviral independientemente del conteo de linfocitos CDA4.

f) Cuando el paciente con VIH esta en terapia antirretroviral y es diagnosticado con TB
debe iniciarsele tratamiento antituberculoso y referirse inmediatamente al médico
especialista o encargado de la terapia antirretroviral para adecuacion del régimen de
terapia antirretroviral, de ser necesario, dadas las interacciones que puede haber entre la

rifampicina y los inhibidores de proteasa.

El diagnostico de TB pulmonar se establece por baciloscopias de esputo o cultivo con
tipificaciéon. En caso de no obtener esputo espontdneamente debera obtenerse a través
de la induccion del esputo por nebulizaciones con solucién salina (0.9%), solucion salina
hipertonica o por medio de lavados bronquiales obtenidos por fibrobroncoscopia,

manteniendo las normas de bioseguridad adecuadas.

En casos de TB pulmonar las baciloscopias con frecuencia son negativas, pero si se
continla con la sospecha clinica de TB el paciente debe ser referido al II o III nivel de

atencion para mayor estudio.

3. En todo paciente Coinfectado TB/VIH, se debe indicar cultivo de esputo con
tipificacion y resistencia al momento de hacer el diagndstico ya que de presentar
drogorresistencia la mortalidad es mayor y porque pueden presentar infecciones por

micobacterias atipicas (no tuberculosas).
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a) En caso de sospecha de TB extrapulmonar es indispensable el envio de la muestra
segun el 6rgano afectado (ganglio, liquido ascitico, liquido cefalorraquideo, pleural o
pericardico, orina u otro); para examen bacterioldgico directo, cultivo para tipificacion y

resistencia y estudio anatomopatoldgico.

(Ministerio de Salud, Viceministerio de Politicas de Salud, Direccion de Regulacion
y Legislacion en Salud, Programa Nacional de Tuberculosis y Enfermedades

Respiratorias, 2012)
PRUEBA DE ADENOSIN DEAMINASA

Se ha demostrado que la actividad de la Adenosin deaminasa (ADA), una enzima
derivada del metabolismo de las purinas, esta aumentada cada vez que existe una gran
actividad linfocitaria, como es el caso de las pleuresias, peritonitis, pericarditis y
meningitis tuberculosa. Su determinacion es de especial ayuda en el diagnostico

diferencial con los derrames neoplasicos.

Aunque la ADA también se encuentra elevada en los empiemas, en algunos linfomas con
compromiso pleural y en la artritis reumatoide, estas condiciones son mas faciles de

diferenciar clinicamente.

En realidad la determinacion de ADA, ha reducido notablemente las indicaciones de la

biopsia pleural para el diagnostico de esta afeccion. (Farga Victorino, 1992)

El proveedor de servicios de salud debe saber que esta prueba, es una reaccion
enzimatica basada en la catalizacion de las purinas que se utiliza principalmente para el
diagnostico de la TB extrapulmonar: pleural, meningea, mesentérica y pericardica. Su

sensibilidad y especificidad es superior al 95% en paises de alta endemia.

Para realizarla, el prestador de servicios de salud debe:
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a) Extraer al menos diez ml de liquido pleural, ascitico y pericardico o tres ml de liquido
cefalorraquideo en un tubo de ensayo estéril, sin anticoagulante y cumplir con la cadena

de frio.
b) Llenar correctamente el formulario de solicitud de la prueba.

) Enviar la muestra al Hospital Nacional de Neumologia y Medicina Familiar, "Dr. José
Antonio Saldafia", Hospital Nacional Rosales o ISSS, lo mas pronto posible en horas de la

mafiana para su procesamiento.

(Ministerio de Salud, Viceministerio de Politicas de Salud, Direccion de Regulacion
y Legislacion en Salud, Programa Nacional de Tuberculosis y Enfermedades

Respiratorias, 2012)
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METODO COLORIMETRICO PARA LA DETERMINACION DE ADA EN SUERO Y
LIQUIDOS BIOLOGICOS

1. SIGNIFICADO CLINICO

La determinacion de la Adenosin deaminasa sérica (ADA) se utiliza para establecer la
actividad de la tuberculosis pulmonar, se la ha determinado como marcador evolutivo

de la respuesta al tratamiento convencional de TBC pulmonar.

La aplicacion mas util de esta técnica es en el diagndstico de la meningitis tuberculosa, y
en el diagnéstico diferencial entre pleuresias tuberculosas y neoplasicas, ya que aunque
la ADA también esta elevada en el liquido pleural de los empiemas, artritis reumatoide y

algunos linfomas, estas ultimas

La adenosin deaminasa (ADA), es una enzima esencial para el metabolismo de ciertos
tipos de células del organismo, en especial, de las células que se ocupan del desarrollo
del sistema inmune, como por ejemplo de los linfocitos T. Cuando falta, se produce una
enfermedad poco frecuente llamada deficiencia de ADA y los nifios que nacen con este

defecto génetico tendran una forma de la llamada Inmunodeficiencia Combinada Grave.

La deficiencia de adenosin deaminasa se observa en un 25% de los casos con
inmunodeficiencia severa combinada. Esta enfermedad es un fenotipo clinico el cual
afecta nifos que muestran ausencia de antigenos especificos de los linfocitos T y B,
diarrea e infecciones recurrentes. Esta enfermedad Ileva a la muerte a los nifos afectados
durante los primeros meses de vida, a causa de infecciones severas, si no es tratada

adecuadamente (Nifios burbuja).

La adenosin deaminasa (ADA) se encuentra en los eritrocitos, leucocitos, pulmén,
higado, estbmago, tracto genitourinario y suero. La enzima contiene dos grupos tiol

reactivos. Se afirma que las actividades de la enzima son mucho mas altas en la
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tuberculosis que en otras enfermedades respiratorias en nifos. Las evaluaciones ocurren
durante la exacerbacion en la sarcoidosis cronica. La adenosin deaminasa es una de las
pocas enzimas del suero que se encuentra consistentemente baja en enfermedades del

tracto biliar y frecuentemente altas en enfermedad hepatica cronica.

La Adenosin deaminasa (ADA) se encuentra elevada en el suero en enfermedades
como la hepatitis, cirrosis, hemocromatosis, ictericia obstructiva asociada con
enfermedad neoplasica, cancer de proéstata y vejiga, anemia hemolitica, fiebre reumatica,
fiebre tifoidea, gota, talasemia mayor, leucemia mieloide, tuberculosis, enfermedades

autoinmunes, mononucledsis infecciosa, falla cardiaca.
Principales usos diagnésticos:

El interés clinico por la ADA naci6 al describirse la asociacidn existente entre su déficit y
algunas formas de inmunodeficiencia. Parece evidente que las células mas afectadas por
un déficit de este enzima son, por diversas circunstancias, los linfocitos T, que son
mayormente dependientes de la actividad ADA en comparacion con el resto de las
células del organismo; por ello, no es de extrafiar que en enfermedades que comporten
una respuesta inmune fundamentalmente de tipo celular, se haya encontrado una

elevada actividad de este enzima.

(http://www.inmunodiagnostico.cl/noticias/2011/06/22/adenosina-deaminasa-

ada/)
2. METODOLOGIA DE LA PRUEBA DE ADA

La determinacion de la actividad del ADA se basa en el método de Giusti y Galanti,
existieron otros métodos basados en el de Hillerbrand pero dieron como resultado una

menor sensibilidad del ADA en el diagnostico de la tuberculosis.
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El presente método usa una modificaciéon del método de Giusti y Galanti, que es una

reaccion calorimétrica y enzimatica.

La adenosin deaminasa (ADA) es una enzima que cataliza la conversion de adenosina en
inosina, y la misma se encuentra en la mayoria de las células somaticas, la isoenzima
ADA-2 se produce principalmente es los linfocitos. Varios estudios sugieren que valores
elevados de ADA en el liquido pleural predicen pleuritis tuberculosa con una
especificidad de 90 a 100% y con una sensibilidad de 89 a 100% utilizando el método de
Guisti, el valor de corte varia de 47 a 60 U/ L (6). Al utilizar conjuntamente la reaccion en
cadena de polimerasa y la ADA la sensibilidad aumenta, es decir la capacidad

diagnostica, pero disminuye la especificidad en hasta un 20% (1, 16).

Otras pruebas que se han comparado con la determinacion de ADA son su isoenzima
ADA-2, el nivel de IFN gamma, lisozima, reaccién en cadena de polimerasa, y mas

recientemente los niveles de neopterina.

La adenosin deaminasa, es la enzima que cataliza la reaccién en un medio tamponado

acido, al reaccionar con la adenosina produciendo la liberacién de inosina y amoniaco.

Los iones de amonio formados en presencia del acido carbdlico en medio alcalino,
produce una coloracion azul intenso en el caso que la prueba sea positiva. La actividad

del enzima ADA fue determinada con los reactivos adenosin deaminasa (ADA).

Se trata de un método colorimétrico, enzimatico basado en la accion hidrolitica del
enzima ADA sobre la adenosina para formar inosina produciendo un compuesto
coloreado, la quinoneimina, que se mide en el espectrofotbmetro a una longitud de
onda de 560 nm. (MENDEZ GUZMAN, M. DEL CARMEN, MINERO CASTRO M.
ISABEL, PADILLA DURAN E. GIOVANI, 2005)
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V. DISENO METODOLOGICO
e Tipo de estudio

v Retrospectivo

v" Documental

v" Sincronico

¢ Muestra y Universo

Pacientes VIH/SIDA a quienes se les sospechaba tuberculosis extrapulmonar y se les

realizd la prueba Adenosin deaminasa (ADA) para la confirmacion del diagndstico.

La frecuencia se establecio utilizando la frecuencia absoluta, la cual consiste en el
numero de pacientes VIH/SIDA a quienes se les realizd la prueba y su resultado es

negativo o positivo; y la frecuencia relativa porcentual, haciendo uso de la siguiente

formula:
fro Fab 100
r= - X
En donde: Fr= Frecuencia relativa
Fab= Frecuencia absoluta
n= tamano de la muestra
( |
L 2 )



e Técnica de Recoleccion de datos

Los resultados de las pruebas realizadas en el afio 2012, fueron obtenidos revisando el
libro de entrada y de resultados de la prueba Adenosin deaminasa (ADA) del laboratorio
clinico del Hospital Nacional Neumoldgico y de Medicina Familiar Dr. José Antonio
Saldafa; en busca de aquellos casos de pacientes VIH/SIDA en quienes se realizod dicha

prueba.
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e Presentacion de los Resultados

TABLAN°1

TOTAL DE PRUEBAS ADENOSIN DEAMINASA (ADA) REALIZADAS EN EL ANO

2012
VIH (4 VIH(-)
MES FRECUENCIA FRECUENCIA | TOTAL
FRECUENCIA FRECUENCIA
PORCENTUAL PORCENTUAL
ENERO 0 0% 0 0.00% 0
FEBRERO | 0 0% 17 7.91% 17
MARZO 4 5% 2 12.09% 30
ABRIL 3 8% 16 7.44% 19
MAYO 1 1% 14 6.51% 15
JUNIO ) 3% 5 6.05% 17
JuLIo 13 17% 16 7% 29
AGOSTO | 12 16% 19 9% 31
SEPTIEMBRE| 8 1% 11 5% 19
OCTUBRE | 20 2% 0 20% 62
NOVIEMBRE| 4 5% 14 7% 18
DICIEMBRE| 8 1% 25 12% 3
TOTAL 75 100% 215 100% 290

Fuente: Libro de resultados de la prueba Adenosin deaminasa (ADA) del Hospital

Nacional Neumoloégico y de Medicina Familiar Dr. José Antonio Saldafa.
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GRAFICA N°1

FRECUENCIA PORCENTUAL MENSUAL DE PACIENTES VIH (+) A QUIENES SE LES
REALIZO LA PRUEBA ADENOSIN DEAMINASA (ADA) EN EL ANO 2012
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Fuente: Libro de resultados de la prueba Adenosin deaminasa (ADA) del Hospital

Nacional Neumoldégico y de Medicina Familiar Dr. José Antonio Saldafia.




GRAFICA N° 2

FRECUENCIA PORCENTUAL MENSUAL DE PACIENTES VIH (-) A QUIENES SE LES
REALIZO LA PRUEBA ADENOSIN DEAMINASA (ADA) EN EL ANO 2012
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Fuente: Libro de resultados de la prueba Adenosin deaminasa (ADA) del Hospital

Nacional Neumoldgico y de Medicina Familiar Dr. José Antonio Saldafia.




TABLA N° 2

FRECUENCIA DE RESULTADOS POSITIVOS Y NEGATIVOS A LA PRUEBA ADENOSIN
DEAMINASA (ADA) EN PACIENTES VIH/SIDA EN EL ANO 2012

FRECUENCIA
RESULTADO DE ADA VIH (+) PORCENTUAL
POSITIVO 35 46.66%
NEGATIVO 40 53.33%
TOTAL 75 100%

Fuente: Libro de resultados de la prueba Adenosin deaminasa (ADA) del Hospital

Nacional Neumoldgico y de Medicina Familiar Dr. José Antonio Saldaia.
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GRAFICA N° 3

FRECUENCIA DE RESULTADOS POSITIVOS Y NEGATIVOS A LA PRUEBA ADENOSIN
DEAMINASA (ADA) EN PACIENTES VIH/SIDA EN EL ANO 2012

m POSITIVO
W NEGATIVO

Fuente: Libro de resultados de la prueba Adenosin deaminasa (ADA) del Hospital

Nacional Neumoldgico y de Medicina Familiar Dr. José Antonio Saldafia.




TABLA N°3

FRECUENCIA POR SEXO DE PACIENTES VIH/SIDA CON RESULTADO POSITIVO A LA
PRUEBA ADENOSIN DEAMINASA (ADA) EN EL ANO 2012

FRECUENCIA
PORCENTUAL
MASCULINO 23 66%
FEMENINO 12 34%
TOTAL 35 100%

SEXO | POSITIVOS

Fuente: Libro de resultados de la prueba Adenosin deaminasa (ADA) del Hospital

Nacional Neumolodgico y de Medicina Familiar Dr. José Antonio Saldafa.
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GRAFICA N° 4

FRECUENCIA POR SEXO DE PACIENTES VIH/SIDA CON RESULTADO POSITIVO A LA
PRUEBA ADENOSIN DEAMINASA (ADA) EN EL ANO 2012

® MASCULINO
® FEMENINO

FRECUENCIA PORCENTUAL

Fuente: Libro de resultados de la prueba Adenosin deaminasa (ADA) del Hospital

Nacional Neumoldgico y de Medicina Familiar Dr. José Antonio Saldafia.




TABLA N° 4

FRECUENCIA POR SEXO DE PACIENTES VIH/SIDA CON RESULTADO NEGATIVO A
LA PRUEBA ADENOSIN DEAMINASA (ADA) EN EL ANO 2012

FRECUENCIA
PORCENTUAL

SEXO NEGATIVOS

MASCULINO 28 70%
FEMENINO 12 30%
TOTAL 40 100%

Fuente: Libro de resultados de la prueba Adenosin deaminasa (ADA) del Hospital

Nacional Neumoldgico y de Medicina Familiar Dr. José Antonio Saldafa.
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GRAFICA N° 5

FRECUENCIA POR SEXO DE PACIENTES VIH/SIDA CON RESULTADO NEGATIVO A
LA PRUEBA ADENOSIN DEAMINASA (ADA) EN EL ANO 2012
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® FEMENINO

FRECUENCIA PORCENTUAL

Fuente: Libro de resultados de la prueba Adenosin deaminasa (ADA) del Hospital

Nacional Neumolégico y de Medicina Familiar Dr. José Antonio Saldafia.




TABLA N° 5

LIQUIDOS DE DERRAME UTILIZADOS PARA LA REALIZACION DE LA PRUEBA
ADENOSIN DEAMINASA (ADA) EN EL ANO 2012

MES L. PLEURAL  [LCR L. PERITONEAL |L. PERICARDICO |TOTAL

ENERO 0 0 0 0 0
FEBRERO 15 2 0 0 17
MARZO 27 1 1 1 30
ABRIL 13 4 2 0 19
MAYO 14 1 0 0 15
JUNIO 14 3 0 0 17
JuLio 14 14 1 0 29
AGOSTO 16 13 2 0 31
SEPTIEMBRE ] 9 3 0 19
OCTUBRE 41 15 4 2 62
NOVIEMBRE 9 9 0 0 18
DICIEMBRE 24 8 1 0 33
TOTAL 194 79 14 3 290

Fuente: Libro de entrada de la prueba adenosin deaminasa del Hospital Nacional

Neumoldgico y de Medicina Familiar Dr. José Antonio Saldafa
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GRAFICA N2 6

LIQUIDOS DE DERRAME UTILIZADOS PARA LA REALIZACION DE LA PRUEBA
ADENOSIN DEAMINASA (ADA) EN EL ANO 2012
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Fuente: Libro de entrada de la prueba adenosin deaminasa del Hospital Nacional

Neumolégico y de Medicina Familiar Dr. José Antonio Saldaia.




TABLA N° 6

LIQUIDOS DE DERRAME UTILIZADOS PARA LA REALIZACION DE LA PRUEBA
ADENOSIN DEAMINASA (ADA) EN PACIENTES VIH/SIDA EN EL ANO 2012

MES L. PLEURAL |LCR L. PERITONEAL L, PERICARDICO |TOTAL
ENERO
FEBRERO
MARZO
ABRIL
MAYO
JUNIO
JULIO
AGOSTO
SEPTIEMBRE
OCTUBRE
NOVIEMBRE
DICIEMBRE
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TOTAL 12 23 0 0 35

Fuente: Libro de entrada de la prueba adenosin deaminasa del Hospital Nacional

Neumoldgico y de Medicina Familiar Dr. José Antonio Saldafa.
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GRAFICA N2 7

LIQUIDOS DE DERRAME UTILIZADOS PARA LA REALIZACION DE LA PRUEBA
ADENOSIN DEAMINASA (ADA) EN PACIENTES VIH/SIDA EN EL ANO 2012
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Fuente: Libro de entrada de la prueba adenosin deaminasa del Hospital Nacional

Neumoldgico y de Medicina Familiar Dr. José Antonio Saldafa.




TABLA N° 7

NUMERO DE LIQUIDOS DE DERRAME DE PACIENTES VIH/SIDA ENVIADOS POR
HOSPITAL PARA LA REALIZACION DE LA PRUEBA ADENOSIN DEAMINASA EN EL

ANO 2012

HOSPITAL TOTAL

Hospital Saldafa 18
Hospital Rosales 23
Hospital San Bartolo 6
Hospital General 1
ISSS 3
Hospital de Santa Ana 10
Hospital de Sonsonate 14
total 75

Fuente: Libro de entrada de la prueba adenosin deaminasa del Hospital Nacional

Neumoldgico y de Medicina Familiar Dr. José Antonio Saldafa.
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TABLA N° 8

NUMERO DE RESULTADOS POSITIVOS POR HOSPITAL A LA PRUEBA ADENOSIN
DEAMINASA EN PACIENTES VIH/SIDA EN EL ANO 2012

HOSPITAL TOTAL

Hospital Saldana 12
Hospital Rosales 12
Hospital San Bartolo 1
Hospital General 1
ISSS 1
Hospital de Santa Ana 7
Hospital de Sonsonate 1
total 35

Fuente: Libro de entrada de la prueba adenosin deaminasa del Hospital Nacional

Neumoldgico y de Medicina Familiar Dr. José Antonio Saldafia.
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DISCUSION Y ANALISIS

Segun los datos obtenidos por medio de la revisién del libro de entrada y de resultados
de la prueba Adenosin deaminasa (ADA), el niUmero total de pruebas realizadas en el

ano 2012 fueron 290.

De éstas 290 pruebas realizadas en dicho afio, podemos mencionar que, de entre los
meses en los que mayor nimero de analisis se realizaron fueron, en primer lugar el mes
de Octubre con un total de 62 pruebas; de entre los cuales 20 fueron pacientes que
poseen VIH/SIDA, representando un 27% de la poblacién, y 42 fueron pacientes con VIH

(-), representando un 20%.

En segundo lugar tenemos el mes de Diciembre, con un total de 33 pruebas realizadas,
de éstas 8 fueron de pacientes con VIH/SIDA, lo que representa un 11% y 25 fueron de

pacientes con VIH (-), representando asi un 12%

En tercer lugar, el mes de Agosto, ya que de un total de 31 pruebas realizadas, 12 fueron
de pacientes con VIH/SIDA representando un 16% y 19 pacientes con VIH (-) que

representa un 9%.

Por ultimo, el mes de marzo, en el que realizaron 30 pruebas, de las cuales 4 fueron de
pacientes con VIH/SIDA que representa un 5% de la poblacion; y 26 fueron de pacientes

con VIH (-), representando asi un 12.09%, datos que podemos observar en la tabla n° 1.

Cabe mencionar que, en estos cuatro meses se realizd el mayor nimero de pruebas
debido a la acumulacién de muestras de meses anteriores, y esto se debe a que muchas

muestras llegan después de la fecha en que se han procesado.
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En la tabla n® 2 podemos observar el nimero total de resultados a la prueba Adenosin
deaminasa (ADA) en pacientes con VIH/SIDA el afio 2012, los cuales fueron 75, de estos

40 tuvieron un resultado negativo y 35 un resultado positivo.

De los 35 casos positivos, 23 fueron del sexo masculino y 12 del sexo femenino,
obteniendo asi una frecuencia relativa porcentual del 66% en hombres y un 34% en
mujeres (tabla n°® 3); sin embargo, la negatividad a la prueba también tiene su
representatividad, ya que de 40 casos negativos de pacientes con VIH/SIDA, 28 son del
sexo masculino y 12 del sexo femenino, obteniendo una frecuencia relativa porcentual

del 70% en hombres y un 30% en mujeres, dato que podemos observar en la tabla n° 4.

Con los porcentajes obtenidos de la frecuencia relativa porcentual, podemos concluir
que la frecuencia con la que se dan casos positivos a la prueba Adenosin deaminasa
(ADA) en pacientes VIH/SIDA es del 46.66%, y que con relacion a la negatividad la cual
fue del 53.33%, se comprueba de que dicho analisis complementa el diagndstico de la

tuberculosis extrapulmonar.

La muestra mas utilizada para la realizacion de la prueba durante el aflo 2012 segun los
datos obtenidos fue el liquido pleural, el cual presentd un total de 194 analizados,
seguido del liquido cefalorraquideo con un total de 79 analizados, tal como lo podemos

observar en la tabla n° 5.

El liquido de derrame mas utilizado para realizar la prueba Adenosin deaminasa (ADA)
en pacientes con VIH/SIDA, fue el liquido cefalorraquideo tanto en hombres como en
mujeres con un total de 23 analizados; en segundo lugar el liquido pleural, con un total

de 12 analizados, datos que podemos observar en la tabla n° 6.
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De la procedencia de las muestras se afirma que, los hospitales de donde se recibieron
mayor numero de liquidos de derrame de pacientes VIH/SIDA en el laboratorio clinico
fueron: el Hospital Nacional Rosales, y que de 23 muestras analizadas, 12 reportaron un
resultado positivo a la prueba; en segundo lugar tenemos los liquidos de derrame
enviados de los pacientes que se encuentran hospitalizados en el nosocomio en estudio,
y que de 18 muestras analizadas, 12 reportaron un resultado positivo a la prueba( tablas

n°7y8).

Se concluye que, la prueba adenosin deaminasa (ADA) es una herramienta importante

que complementa el diagnostico de la tuberculosis extrapulmonar.
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vi. CONCLUSIONES
En base a los objetivos de esta investigacion se concluye que:

v La determinacion de la enzima Adenosin deaminasa (ADA) en liquido pleural,
liquido peritoneal, liquido sinovial, liquido cefalorraquideo, complementa el
diagnostico de la tuberculosis extrapulmonar, que afecta principalmente a los

pacientes con VIH/SIDA.

v La frecuencia de casos positivos a la prueba adenosin deaminasa (ADA) en
pacientes con VIH/ SIDA fue del 46.66%; siendo mayor en pacientes del sexo

masculino que en pacientes del sexo femenino.

v El liquido de derrame mas utilizado para la realizacion de la prueba Adenosin

deaminasa (ADA) en pacientes VIH/SIDA es el liquido cefalorraquideo.

v La frecuencia con la que se presenten los casos positivos 0 negativos a la prueba
Adenosin deaminasa (ADA), dependera del nimero de liquidos de derrame que
sean enviados al laboratorio clinico del Hospital Nacional de Neumologia y de

Medicina Familiar Dr. José Antonio Saldafia, para que sean analizados.
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vi. RECOMENDACIONES

Al programa nacional de tuberculosis, que como parte de dicho programa, se tenga a la
Adenosin deaminasa (ADA) como prueba complementaria ante una alta sospecha de
tuberculosis extrapulmonar, valorando la historia clinica de los pacientes, y ayude a la

deteccion de nuevos casos en pacientes con VIH/SIDA.

Al laboratorio clinico del Hospital Nacional Neumolégico y de Medicina Familiar, que los
resultados obtenidos en esta investigacion, sean reportados en su informe anual, para
modificar el seguimiento desde que se toma la muestra, su analisis y reporte; acortando
los tiempos y beneficiando al paciente de manera que reciba el tratamiento adecuado lo

mas pronto posible.

A la carrera de Licenciatura en Laboratorio Clinico de la Universidad de El Salvador, que
en las diferentes asignaturas, se motive a los estudiantes a investigar, utilizando pruebas
actualizadas que arrojan resultados estadisticos reales y fidedignos del comportamiento
de las enfermedades que con mas frecuencia como la tuberculosis pulmonar y

extrapulmonar; afectan a la poblacion de nuestro pais.
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VIII. ANEXOS

A ANEXOL ADENOSIN DEAMINASA COMO APOYO EN EL DIAGNOSTICO
DE TUBERCULOSIS EXTRAPULMONAR.

1. METODOS DE DIAGNOSTICO ACTUALMENTE UTILIZADOS
El método de diagndstico puede ser clasificado en los siguientes métodos:

v' Métodos directos:
» Baciloscopia
» Cultivos BAAR
> PCR.

v' Métodos indirectos:
> ELISA.

v' Métodos bioquimicos:

» Adenosin deaminasa.

2. ADENOSIN DEAMINASA.

Enzima derivada del metabolismo de las Purinas. Se encuentra elevada en pleuresias,

peritonitis y meningitis Tb.
Las concentraciones altas las podemos encontrar dentro de:
v Linfocitos.

v Glébulos rojos.
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v" Ademas de tuberculosis extrapulmonar, otras patologias en las que se encuentra

elevada la concentracion de Adenosin deaminasa son:

» Empiemas
» Artritis reumatoides

» Linfomas.

3. INDICACION DE LA PRUEBA

La Adenosin deaminasa esta indicada en aquellos casos en los cuales los métodos
tradicionales no dan resultados concluyentes; Cuando existan derrames de lesiones que
bafan los tejidos; cuando sea necesario establecer si la patologia es neoplasica o

tuberculosa
4. SELECCION DE PACIENTES.

#+ Sospecha de Tuberculosis en localizaciones que nos permitan tomar muestras de

exudados que bafan las lesiones.

+ Sospecha de tuberculosis en localizaciones que representen extrema gravedad y
cuyo diagndstico oportuno puede marcar la diferencia entre la vida y la

muerte.
5. MUESTRA A UTILIZAR.
+ Liquido cefalorraquideo
+ Liquido pleural.
+ Liquido ascitico

+ Liquido sinovial
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+ liquido pericardico.

Nota: El Suero no es adecuado para el procesamiento, ya que se disminuye la

especificidad.
6. CONSERVACION DE LA MUESTRA.
+ Deben de conservarse a bajas temperaturas mientras llegan al laboratorio.

+ Se aconseja centrifugar la muestra a 1500 rpm. Por 10 minutos, con el fin de

retirar posibles glébulos rojos, fibrina, mucus, etc.

+ Si no se trabajan inmediatamente, es necesario congelarlas a -20 grados Celsius

hasta su procesamiento.
+ No procesar muestras hemolizada
7. TRANSPORTE DE LAS MUESTRAS.

Se aconseja transportar la muestra adicionada de una unidad refrigerante y con las
medidas de bioseguridad que corresponden al traslado de cualquier muestra

potencialmente contaminada.
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8. TECNICA.

Cada vez que se hace alguna determinacion se prepara una solucion de adenosina en
buffer fosfatado pH 6.5 se disuelven 140 mg. De adenosina en 25 ml de buffer con bafio

termorregulado a 50 -60 °C; enfriar a pH y enrasar a 25 ml. con buffer

Tubo test. Control. Blanco. Reactivo ‘
Muestra problema 0.4 ml 0.4ml
Buffer fosfatado 0.4ml. 0.4ml.

Incubar estos a 37°c en baho termorregulado por 5 minutos, junto con la adenosina

necesaria para el nUmero de determinaciones (12.5 ml. para 6 muestras).

Nota: Se recomienda tapar los tubos con parafina en la etapa de incubacion.

Control blanco reactivo Tubo test ‘

-Tiempo cero

Adenosina 1.0 ml.

Incubar a 37 °c exactamente 30 minutos.
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I

H2 S04 2/3 N 0.8ml. 0.8ml.
Adenosina 1.0ml. _
Tungstato 10% 0.4ml. 0.4ml.

Mezclar y centrifugar 10 minutos a 2000 rpm.

‘ Control blanco reactivo Tubo Test.

Sobrenadante 2.0ml. 2.0ml.
Fenol Nitroprusiato 2.0ml. 2.0ml
Hipoclorito alcalino 2.0ml 2.0ml.

Mezclar e incubar a 37 °C durante 15 minutos para el desarrollo del color.Leer a 630 nm,

la absorbancia del tubo test, contra el blanco.
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