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Resumo
Objetivo: A incidência global de tuberculose reforça a necessidade de melhores ensaios para o diagnóstico desta doença, principalmente da 
tuberculose extrapulmonar. O objetivo do trabalho foi validar o desempenho de um método automatizado para a determinação da atividade 
de adenosina desaminase (ADA) no líquido pleural (LP) e no líquido cefalorraquidiano (LCR), comparando-o com um método convencional 
(Giusti modificado). Métodos: Selecionaram-se 134 amostras da rotina laboratorial: 94 de LP e 40 de LCR. Foram realizadas as determi-
nações da atividade de ADA através dos dois métodos. Calculou-se a precisão inter- e intra-ensaios, análise de regressão linear, testes de 
concordância simples e médias das diferenças. Resultados: Os coeficientes de correlação para as amostras de LP e LCR foram, respectiva-
mente, 0,96 e 0,95. A precisão interensaio foi determinada pela média de 21 amostras replicadas em ensaios diferentes para 3 níveis de 
atividade: baixa, média e alta. Os coeficientes de variação em porcentagem (%CV) foram, respectivamente, 5,9, 8,1 e 5,8 para amostras de LP; 
e 21,9, 18,6 e 13,8 para amostras de LCR, respectivamente. A precisão intra-ensaio em %CV foi, respectivamente, 1,3 e 11,7% para amostras 
de LP e LCR. A concordância entre os dois métodos em amostras de LP e LCR foi, respectivamente, 96,8% e 100%, considerando-se como 
valores de referência para o diagnóstico de TB 40 U/L (convencional) e 30 U/L (automatizado) em amostras de LP, e 9 U/L em amostras de 
LCR para os dois métodos. Conclusões: Os resultados validaram o método automatizado de determinação da atividade de ADA para o uso 
em amostras de LP e LCR como alternativa ao método convencional. 

Descritores: Adenosina desaminase; Tuberculose/diagnóstico; Derrame pleural; Líquido cefalorraquidiano.

Abstract
Objective: The incidence of tuberculosis worldwide has emphasized the need for better assays designed to diagnose the disease, principally 
the extrapulmonary form. The objective of the present study was to validate the performance of an automated method for the determination 
of adenosine deaminase (ADA) activity in pleural fluid (PF) and cerebrospinal fluid (CSF), comparing it with a conventional method (the 
modified Giusti method). Methods: In total, 134 samples were selected from among those tested in our laboratory: 94 PF samples and 
40 CSF samples. The ADA activity was determined using the two methods. Inter- and intra-assay precision was determined, linear regression 
analysis was performed, simple concordance tests were conducted, and the means of the differences were calculated. Results: The correlation 
coefficients for PF and CSF samples were, respectively, 0.96 and 0.95. Inter-assay precision was determined using 21 replicates at 3 different 
activity levels: low, medium and high. The percentage coefficient of variation (%CV) was, respectively, 5.9, 8.1 and 5.8 for PF samples, 
compared with 21.9, 18.6 and 13.8 for CSF samples. Intra-assay precision in %CV was 1.3 and 11.7, respectively, for PF and CSF samples. 
The concordance between the methods in PF and CRF samples was, respectively, 96.8% and 100%, considering the reference values for 
the diagnosis of TB to be 40 U/L (conventional) and 30 U/L (automated) in PF samples, versus 9 U/L (for both methods) in CSF samples. 
Conclusions: The results validate the use of the automated method of determining ADA activity in PF and CSF samples as an alternative to 
the conventional method.

Keywords: Adenosine deaminase; Tuberculosis/diagnosis; Pleural effusion; Cerebrospinal fluid.
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palmente nos casos em que o estudo microbiológico 
não foi suficiente para estabelecer o diagnóstico 
etiológico.(5,6)

Até o presente momento, os testes sorológicos 
que realizam pesquisa de anticorpos empregando as 
metodologias de enzimaimunoensaio e radioimuno-
ensaio não são tão definitivos como a demonstração 
do agente etiológico propriamente dito, uma vez 
que esses ensaios freqüentemente apresentam espe-
cificidade reduzida.(5,7)

O teste intradérmico, baseado na reação de hiper-
sensibilidade tardia após o contato com o derivado 
protéico purificado, pode ser usado apenas como 
triagem, pois o resultado positivo indica exposição 
ao bacilo ou à cepa vacinal. A vacinação em massa 
no Brasil, com bacilo de Calmette-Guérin, é um fator 
limitante para utilização desta prova.(8) Ressalta-se 
que pacientes imunodeprimidos apresentam reação 
negativa mesmo na presença de cultura positiva ou 
infecção ativa.(2,9)

A detecção do ácido tuberculoesteárico presente 
no Mycobacterium tuberculosis pode ser realizada 
por cromatografia gasosa e espectrometria de massa. 
Apesar de mais sensíveis, estas técnicas são menos 
específicas, bem mais complexas e onerosas.(1)

Se para o diagnóstico de TB pulmonar ainda 
temos dificuldades para encontrar metodologias 
que atendam as necessidades da prática clínica, 
no caso da TB extrapulmonar a situação torna-se 
um problema ainda maior. Os métodos conven-
cionais, úteis para o diagnóstico de TB pulmonar, 
têm baixo desempenho quando realizados no LP 
ou em outros  líquidos cavitários nos casos de TB 
extrapulmonar.(1,7)

O reconhecimento destas dificuldades no diag-
nóstico da TB levou a busca de outros métodos que 
pudessem otimizar a abordagem do paciente com 
derrame pleural e suspeita dessa doença nas diversas 
formas extrapulmonares, tais como meníngea, 
renal, pleural, óssea e ganglionar. Dentre as novas 
técnicas, destacam-se a reação em cadeia da poli-

Introdução

A incidência da tuberculose (TB) no mundo tem 
aumentado; estimam-se 100.000 novos casos a cada 
ano e 80% destes estão concentrados em um grupo 
de 22 países, no qual o Brasil está incluído.(1,2) Nos 
países ocidentais, verifica-se um aumento de casos 
de TB pulmonar e extrapulmonar, principalmente 
devido à prevalência de infecção pelo HIV.(3)

O laboratório clínico reúne uma série de testes 
que contribuem para o diagnóstico da TB. Podemos 
citar como prioritária a pesquisa de micobac-
térias através do teste direto pela coloração de 
Ziehl‑Neelsen. Este é extremamente importante, 
pois permite o início imediato do tratamento 
quando positivo. Além disso, tem baixo custo e é de 
fácil e rápida execução. Paralelamente, realiza-se a 
cultura em meio de Löwenstein-Jensen ou similar. 
Entretanto, o principal problema da baciloscopia 
é a sua baixa sensibilidade.(2,4) A cultura, embora 
mais sensível, tem como fator limitante o resultado 
tardio, comprometendo sobremaneira o tratamento.
(3) No caso de líquido pleural (LP), o rendimento dos 
testes citados é próximo de zero para a baciloscopia, 
enquanto que a cultura varia de 10% a 35%, o que 
dificulta ainda mais o diagnóstico.(5) 

Os métodos de detecção automatizada ou 
semi-automatizada do crescimento micobacte-
riano em meios líquidos possibilitam o diagnóstico 
mais precoce, com a detecção entre uma e três 
semanas, ao invés das três a oito semanas com o 
uso do meio sólido. Dentre estes métodos, podemos 
citar o sistema de detecção radiométrico rápido 
de micobactérias em espécime clínico BACTEC 
460 TB R (Becton Dickinson, Sparks, MD, EUA), o 
qual está bem estabelecido, com validação inter-
nacional e aprovado pela Organização Mundial da 
Saúde.(6) Entretanto, trabalhos apontam uma taxa 
de culturas falso-positivas entre 1,4% e 4%, devido 
à contaminação entre os espécimes durante a leitura 
pelo equipamento, além do problema gerado pelo 
descarte de material radioativo.(6) 

No Brasil, este sistema está entrando em desuso 
e sendo substituído por outros ditos mais rápidos 
e não radiométricos em laboratórios de referência, 
após sua avaliação quanto à relação de custo-efeti-
vidade em diferentes situações.(7)

A biópsia auxilia no diagnóstico diferencial entre 
o granuloma com necrose caseosa e outras lesões 
granulomatosas inespecíficas sem necrose, princi-

Tabela 1 - Precisão intra-ensaio determinada pela média, 
desvio-padrão e coeficiente de variação das repetições.

Tipo de amostra Média, 
U/L

dp, U/L CV, %

Líquido pleural 16,3 0,20 1,3
Líquido cefalorraquidiano 0,6 0,07 11,7
CV: coeficiente de variação. CV = 1,3 ± 0,2% para líquido 
pleural; e CV = 11,6 ± 0,07% para líquido cefalorraquidiano.
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deste ensaio um parâmetro que preencha todos os 
critérios de um bom teste diagnóstico.(18)

O objetivo do presente trabalho foi testar um 
método automatizado com um kit comercial de 
determinação da atividade de ADA no soro, padro-
nizando-o pela primeira vez para amostras de LP 
e de líquido cefalorraquidiano (LCR), comparando 
os resultados com o método de Giusti modificado, 
tido como teste de referência para o nosso estudo 
bioquímico.(16) 

Métodos

Foram selecionadas da rotina do Laboratório 
Central do Hospital São Paulo/Universidade 
Federal de São Paulo (HSP/UNIFESP) e da rotina 
do Laboratório da Associação Fundo de Incentivo à 
Psicofarmacologia/Medicina Laboratorial 94 amos-
tras de LP e 40 amostras de LCR com valores de 
atividade de ADA previamente determinados pelo 
método convencional—Giusti modificado, in house—
totalizando 134 amostras estudadas.

merase, que identifica o DNA do M. tuberculosis 
por amplificação de segmentos conhecidos do seu 
genoma, e as que detectam marcadores bioquímicos 
produzidos durante o processo inflamatório, desen-
cadeado pelo M. tuberculosis, tais como interferon 
gama e a adenosina desaminase (ADA).(4,10)

Esta denominação—ADA—é uma generalização 
dada a um grupo de enzimas com pesos moleculares 
distintos que possuem uma função química seme-
lhante no metabolismo das purinas, catalisando a 
conversão da adenosina e da desoxiadenosina em 
inosina e desoxiinosina, respectivamente.(9) A ADA 
está presente em quase todos os vertebrados; no 
homem, é encontrada principalmente nos linfócitos T 
e está diretamente relacionada à ativação dessas 
células. A ativação dos linfócitos T pode ocorrer em 
várias situações clínicas onde encontramos níveis 
elevados de ADA. A sua quantificação é útil parti-
cularmente nos casos de meningites e pleurites 
tuberculosas.(3,10-12) Desta forma, a determinação de 
ADA tem uma forte relevância para o diagnóstico 
laboratorial no contexto clínico do paciente.(12) 

Pesquisadores observaram que a atividade de 
ADA no soro está aumentada em pacientes com 
hepatites agudas e cirroses hepáticas, dentre outras 
afecções.(10) Outros autores fizeram estudos rela-
cionando níveis de atividade de ADA com algumas 
doenças, tais como artrite reumatóide, doenças 
linfoproliferativas, lúpus eritematoso sistêmico, 
psoríase e eclampsia.(13-15) No entanto, no soro, a 
atividade de ADA tem sido utilizada muito mais para 
o seguimento da TB do que para o seu diagnóstico, 
haja vista a sua inespecificidade. Na literatura, há 
inúmeros trabalhos que envolvem a dosagem de 
ADA em casos com suspeita de TB, principalmente 
a extrapulmonar, e que consideram este grupo de 
enzimas como um marcador bioquímico valioso 
para esta doença.(7,9,10)

Esta determinação tem sido realizada através 
do método proposto por Giusti em 1974(16,17) e que 
sofreu algumas modificações no decorrer dos anos, 
acrescentando-se a reação de Berthelot(3,10,16) para 
a obtenção de melhores resultados (Giusti modifi-
cado). Embora considerada eficaz, esta metodologia 
ainda possui uma série de limitações: necessita de 
preparação de reagentes, tem execução manual, 
com leitura em espectrofotômetro, sendo que todos 
estes passos são desenvolvidos in house, ou seja, 
por cada laboratório individualmente, não existindo, 
portanto, uma padronização que permita fazer 

Tabela 2 - Precisão interensaio em três níveis diferentes 
(I, II e III) utilizando amostras de líquido pleural e de 
líquido cefalorraquidiano.

Nível Média, U/L dp, U/L CV, %
Ia 5,9 0,4 5,9

IIa 19,4 1,6 8,1

IIIa 60,1 3,5 5,8

Ib 0,8 0,2 21,9

IIb 5,4 1,0 18,6

IIIb 7,2 1,0 13,8
aAmostras de líquido pleural; e bamostras de líquido 
cefalorraquidiano.
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Figura 1 - Gráfico da correlação, através do teste de 
regressão linear, entre os métodos convencional (in house) 
e automatizado (Diazyme) para amostras de líquido 
pleural (LP). O índice de correlação (r) foi de 0,96.
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Realizaram-se nestas amostras as repetições das 
dosagens de ADA pelo método de Giusti modificado 
e simultaneamente pelo método com o kit comer-
cial Diazyme (Diazyme Laboratories, San Diego, CA, 
EUA) com automação em equipamento ADVIA 1650 
(Bayer Diagnostics, Tarrytown, NY, EUA).

Para a realização do método de Giusti 
modificado,(16) após a centrifugação das amostras, 
25 µL dos sobrenadantes foram transferidos para 
um tubo de ensaio e 500 µL de uma solução de 
adenosina foram adicionados. A mistura foi aque-
cida por 60 min a 37°C, e a reação foi interrompida 
com adição de uma solução de fenol e nitroprus-
siato e uma solução de hipoclorito. Em seguida, a 
solução resultante foi aquecida por 30 min a 37°C. 
A leitura do índice de amônia liberada pela ação 
da ADA foi feita em espectrofotômetro a 620 nm. 
As mesmas amostras foram submetidas à dosagem 
de ADA pelo método de Diazyme automatizado, 
utilizando-se, para a realização do teste, 11 µL de 
amostra de LP e 11 µL de controle comercial em 

LCR - in house x Diazyme       

y = 0,5914x + 0,6888
R2 = 0,9118
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Figura 2 - Gráfico da correlação, através do teste de 
regressão linear, entre os métodos convencional (in house) 
e automatizado (Diazyme) para amostras de líquido 
cefalorraquidiano (LCR). O índice de correlação (r) foi de 
0,95.

Tabela 3 - Teste de concordância simples dos resultados obtidos nos métodos convencional e automático para 
amostras de líquido pleural e de líquido cefalorraquidiano.

Método automatizado: 
líquido pleural

Método convencional -  
superior a 40 U/L

Método convencional -  
inferior a 40 U/L

Total

Superior a 30 U/L 14 2 16
Inferior a 30 U/L 1 77 78
Total 15 79 94*

Método automatizado:  
líquido cefalorraquidiano

Método convencional -  
superior a 9 U/L

Método convencional -  
inferior a 9 U/L

Total

Superior a 9 U/L 11 0 11
Inferior a 9 U/L 0 29 29
Total 11 29 40**

*Concordância de 96,8%; e **concordância de 100%.

dois níveis de atividade (alto e baixo). Em amostras 
de LCR, foram utilizados 22 µL. Os resultados dos 
dois métodos foram expressos em U/L.

Para o método automatizado, foram reali-
zados testes de precisão inter- e intra-ensaios. A 
precisão intra-ensaio foi realizada com 21 amostras 
replicadas de LP e LCR. A precisão interensaio foi 
determinada em 21 ensaios separados, sendo que 
essa precisão foi determinada utilizando um pool 
de LP e LCR em três níveis diferentes de valores de 
atividade de ADA. Para os dois tipos de precisão, 
foram calculados a média, desvio-padrão e coefi-
ciente de variação (CV) (Tabelas 1 e 2).

Os resultados do método convencional e do 
método automatizado foram submetidos aos testes 
de correlação (Figuras 1 e 2) e de concordância 
simples para atestar a equivalência entre eles,(17-19) 
considerando-se, para a confirmação de TB em 
amostras de LP, o valor de corte de 40 U/L para o 
método de Giusti modificado e de 30 U/L para o 
método automatizado. Para a confirmação de TB 
em amostras de LCR, considerou-se o valor de corte 
de 9 U/L para ambos os métodos (Tabela 3).

Durante o estudo, avaliou-se a estabilidade dos 
reagentes do método automatizado por um período 
de um ano. Também foi avaliado o volume de 
amostra necessário, tempo de execução e liberação 
dos resultados com a realização dos ensaios por esse 
método.

Resultados

A Tabela 1 mostra a precisão intra-ensaio para 
cada tipo de líquido biológico, determinada a partir 
da média de 21 amostras replicadas ensaiadas, tanto 
de LP quanto de LCR.
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substituindo o uso de metodologias in house, como 
o método de Giusti modificado por Berthelot, que, 
apesar de ser considerado muito indicado e estar 
disponível há pelo menos duas décadas, sofre 
influência de diversos fatores de interferência rela-
cionados a execução manual da técnica, diminuindo 
sua precisão, exatidão e, conseqüentemente, sua 
correlação inter- e intra-laboratorial. Além disso, 
a preparação dos reagentes específicos de alta 
toxidade para uso no teste demanda profissionais 
preparados e qualificados.

As amostras de líquidos orgânicos (LP e LCR) 
foram selecionadas aleatoriamente, oriundas de 
pacientes internados no HSP/UNIFESP e porta-
dores de várias doenças, dentre elas as infecciosas, 
imunológicas e neoplásicas. Neste trabalho, não 
se enfocou a clínica, pois o interesse dos autores 
se voltou mais para a validação da metodologia 
laboratorial de ADA e, portanto, as amostras sele-
cionadas possuíam valores de atividade deste grupo 
de enzimas que se enquadravam numa grande gama 
de variações (valores altos, médios e baixos).

Os índices encontrados nos dois tipos de líquidos 
orgânicos confirmaram a forte correlação entre os 
dois métodos (Figuras 1 e 2).

A importância da dosagem de ADA em líquidos 
orgânicos já é bem estabelecida,(11,23,24) mas o nível 
de corte ideal para este teste, no diagnóstico da TB, 
ainda permanece discutível.

No presente trabalho, para amostras de LP, 
considerou-se o nível de corte de 40 U/L para o 
método convencional, segundo recomendações 
da SBPT,(8,12,19) embora vários trabalhos associem 
o aspecto clínico a diferentes pontos de cortes 
para ADA.(21) Para o método automatizado, suge-
rimos um valor de corte de 30 U/L após o cálculo 
da média percentual das diferenças de resultados 
entre os dois métodos, pelo qual se encontrou um 
valor em torno de 30% menor para o automatizado. 
Com estes níveis de corte, o teste de concordância 
simples apresentou 96,8% de concordância entre os 
métodos, de acordo com estudos da literatura.(23)

Para amostras de LCR, o valor de corte preconi-
zado pela literatura é de 9 U/L para o diagnóstico da 
TB. Considerou-se este valor para os dois métodos, 
pois utilizando-se este valor obteve-se 100% de 
concordância no teste de concordância simples, 
embora a média percentual das diferenças dos 
resultados entre os dois métodos foi em torno de 
35%. Provavelmente este valor poderá ser mais 

A Tabela 2 mostra a precisão interensaio determi-
nada a partir da média de duplicatas em 21 ensaios 
separados, para três níveis diferentes de atividade 
(I, II e III) de ADA nas amostras de LP e LCR. Foram 
calculados a média, desvio-padrão e CV.

Para as amostras de LP, a precisão interensaio 
nos três níveis de atividade de ADA, os valores de 
%CV obtidos não ultrapassaram 10%, enquanto 
que, para as amostras de LCR, os valores de %CV 
variaram de 13% a 20% em média.

As Figuras 1 e 2 mostram os gráficos de corre-
lação entre os dois métodos para amostras de LP e 
de LCR com diferentes níveis de atividade. 

A Tabela 3 apresenta os valores do teste de 
concordância simples considerando os valores de 
corte de 40 U/L para o método convencional e de 
30 U/L para o método automatizado para detecção 
de TB pleural, com concordância de 96,8% nas amos-
tras de LP. Com o valor de corte para TB meníngea 
de 9 U/L nas amostras de LCR para os dois métodos, 
encontrou-se 100% de concordância.

Discussão

A avaliação da eficiência de testes diagnósticos 
alternativos para identificação da TB é de grande 
relevância, em particular a quantificação da ativi-
dade de ADA, que pode ser empregada em países 
cuja casuística de TB é de grande prevalência, como 
a Organização Pan-Americana de Saúde anuncia. 
Além disso, ela pode, em muitos casos, favorecer 
a confirmação diagnóstica substituindo a biópsia, 
laparoscopia e outros exames que fazem a compro-
vação definitiva do diagnóstico, mas que são mais 
sofisticados, caros e indisponíveis em muitos serviços 
de saúde.

As sociedades de pneumologia, incluindo a 
Sociedade Brasileira de Pneumologia e Tisiologia 
(SBPT),(20) recomendam a determinação da atividade 
de ADA em líquidos orgânicos, principalmente em 
LP e LCR.(21) Portanto, a padronização de métodos 
automatizados confiáveis se faz necessária para 
definir diagnósticos de maneira mais rápida e favo-
recer o tratamento da TB. 

No entanto, a praticidade e a rapidez do método 
automatizado proposto neste trabalho devem ser 
acompanhadas por uma validação adequada e útil 
para que o método possa ser utilizado em larga 
escala.(22) Há um grande interesse laboratorial e 
clínico em padronizar um método automatizado 
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detalhadamente analisado e reavaliado em traba-
lhos subseqüentes, selecionando-se amostras de 
pacientes com diagnóstico definido.

Os testes de precisão inter- e intra-ensaios foram 
satisfatórios com %CV adequados para as amostras 
de LP. No entanto, para as amostras de LCR, a %CV 
foi mais alta porque os níveis de atividade de ADA 
são menores em LCR do que nos outros líquidos 
cavitários. Além disso, trata-se de líquido muito 
menos rico em elementos protéicos e sabidamente 
apresenta diferenças enzimáticas e imunológicas 
mais instáveis, haja vista que para os mesmos níveis 
de atividade de ADA em LP (nível I) encontrou-se 
%CV maiores do que em LCR (níveis II e III). 

Outros aspectos analisados durante a execução 
do método automatizado incluem a estabilidade 
dos reagentes, que permaneceu inalterada durante 
6 meses a 4°C, a rapidez na obtenção dos resulta-
dos—em torno de 10 min—e o volume de amostra 
menor.

Através dos resultados obtidos neste estudo, 
o método automatizado, realizado como acima 
descrito, apresentou-se adequado para substituir 
o método convencional in house sem comprometi-
mento da interpretação do resultado final.

A partir do momento de sua implantação na rotina 
laboratorial, poderão ser realizados estudos clínicos 
analisando a sensibilidade e a especificidade(22,25) do 
método automatizado para o diagnóstico da TB e 
de outras enfermidades que estimulam o aumento 
da atividade de ADA, bem como dispor de métodos 
padronizados, possibilitando uma melhor compa-
ração de resultados interlaboratoriais. 
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