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Izvlec¢ek - 1zhodisca. Etiolosko diagnosticiranje plevralnih
izlivov je veckrat tezko in zahteva invazivne diagnosticne po-
stopke. Odkrivanje oznacevalcev, ki omogocajo diferencial-
no diagnozo vsaj med malignimi in nemalignimi plevralni-
mi izlivi, je predmet vec raziskav.

Metode. Dolocali smo raven adenozin deaminaze (ADA) in
lizozima v plevralni tekocini in v serumu 84 bolnikov, od teh
52 s plevralnim izlivom s tuberkulozno in 32 z maligno etio-
logijo. Uporabljeni sta metoda Gusti/Galcanti in turbidime-
trijska kineticna metoda.

Rezultati. Vskupini s tuberkuloznim plevralnim izlivom v pri-
merjavis skupino z malignim plevralnim izlivom so bile izmer-
Jene znatno visje koncentracije ADA in lizozima v plevralni
tekocini (ADAp; Lp) ter v serumu (ADAs, Ls). Mejne vrednosti
razmerja ADAp/ADAs in Lp/Ls, ki naj bi bile pomembne v di-
Sferenciaciji diagnosticiranja med malignimi in tuberkulozni-
mi plevralnimi izlivi, so1,8 za ADA in 1,5 za lizozim. Razlika
med dvema skupinama z dvema testoma je signifikantna (p
<0,001). V skupini s tuberkuloznim plevralnim izlivom ima
76,9% bolnikov vrednosti enake ali visje od 1,8 (= ali > 1,8)
za razmerje ADAp/ADAs, medtem ko v skupini z malignim
Dplevralnim izlivom to velja za 9,4% bolnikov. Kar se tice lizo-
zima v skupini s tuberkuloznim plevralnim izlivom, ima
84,6% bolnikov razmerje Lp/Ls enako ali vecje od 1,5 (= ali
> 1,5), v skupini z malignim plevralnim izlivom pa je samo
3,1%. Pri diagnosticiranju tuberkuloznega plevralnega izli-
vastesti ADApP/ADAs in Lp/Ls je obcutljivost 76,90% in 84,16%,
specificnost pa 90,62% in 96,87%, napovedna vrednost za
pozitivne izvide 93,02% in 97,77%, napovedna vrednost za
negativne izvide 70,73% in 79,48%, diagnosticna zaneslji-
vost pa 82,14% in 89,28%.

Zakljucki. Testa ADAp/ADAS in Lp/Ls sta enostavni in hitri
metodi, ki se lahko uporabita za presejanje v diferenciranju
diagnoze malignih in tuberkuloznih plevralnih izlivov.

Keywords: lysozyme; adenosin deaminase; pleural effusion;
Ppleural fluid, differential diagnosis

Abstract - Background. The diagnosis of pleural effusions is
sometimes difficult and needs invasive diagnostic procedu-
res; the search for markers that will at least allow to obtain a
differential diagnosis between malignant and benign effu-
sions is the objective of many studies.

Methods. The level of adenosine deaminase (ADA) and lyso-
zyme in pleural fluid and serum was determined in 84
patients (52 with tuberculous pleural effusions - TB and 32
with malignant pleural effusions - CA), by Giusti/Galcanti
and turbidimetric kinetic method.

Results. In the group with TB there were significant higher
serum and pleural fluid concentrations of ADA (ADAp; ADAs)
and lysozyme (Lp, Ls) compared to CA. In the differential
diagnosis between tuberculous and malignant pleural effu-
sion ratios ADAp/ADAs = or > 1.8 and Lp/Ls = or > 1.5 were
accepted as a cutoff level. We found significant differences
between two groups in both tests (p <0.001): in the group with
TB 76.9% of patients had ADAp/ADAs ratio = or > 1.8
contrary to the group with CA where the percentage is only
9.4%. In the group with TB there were 84.6% of patients with
Lp/Ls ratio = or > 1.5, contrary to the group with malignancy
where the percentage is only 3.1%. ADAp/ADAS ratio of 1.8
and Lp/Ls ratio of 1.5 showed sensitivity of 76.92% and
84.65%, specificity of 80.70% and 87.71%, positive predictive
value of 78.43% and 86.27%, negative predictive value of
78.83% and 86.20% and diagnostic accuracy of 78.83% and
86.23% in the diagnosis of tuberculous pleurisy, separately.

Conclusions. These resulls suggest that the determination of
the Lp/Ls and ADAp/ADASs ratios provides a simple and rapid
method which can be used as a screening test in the differen-
tial diagnosis between tuberculous and malignant pleural
effusions.
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Uvod

Adenozin deaminaza (EC.3.5.4.4.), kijo je Spencer in cop ime-
noval ADA, je encim purinskega katabolizma, ki katalizira ire-
verzibilno reakcijo adenozina v inozin (1). ADA je prisotna
skoraj v vseh tkivih ¢loveskega organizma (2). V celicah je v
citoplazmi. Najvecjo aktivnost ima v vranici in prebavilih, na-
to v limfnih Zlezah, srcu, malih mozganih, hrbtenjaci in v plju-
¢ih. Njena fizioloska vloga je zelo pomembna v limfnem tki-
vu. Koncentracija ADA je v limfocitih 10-krat vecja kot v eri-
trocitih, predvsem v limfocitih T z variacijami glede na celic-
no diferenciacijo (3). Lizozim (muramidaza) je bakterioliticen
kationski protein z nizko molekularno tezo 14.500 (4). Pogo-
sto je znotraj celice in hidrolizira beta 1-4 glikozoidno pove-
zavo med N-acetil muraminsko kislino in N-acetil glikozami-
nom v peptoglikanu na celi¢nih stenah bakterij. V ¢loveskem
organizmu je lizozim prisoten v skoraj vseh tkivih in organih,
najvec ga je v makrofagih in solzah, nekaj manj v slini, mleku,
placenti ter v plazmi (5). Znacaj in vloga ADA in lizozima se
raziskuje pri vec¢jem Stevilu bolezni. Del raziskovanj se nana-
$a na pomembnost doloc¢anja aktivnosti ADA (ADAp) in lizo-
zima (LP) v plevralni tekocini (6, 7) ter na vrednost sorazmer-
ja, ki ga dobimo pri hkratnem dolo¢anju ADA in lizozima v
plevralni teko¢ini in v serumu (ADAp/ADAs; Lp/Ls) v dife-
rencialni diagnozi plevritisov razli¢ne etiologije (8).

Cilj tega raziskovalnega dela je evalviranje vloge in pomena
dobljenih vrednosti s hkratnim dolocanjem razmerja ADAp/
ADAs in Lp/Ls v diferencialni diagnozi pri bolnikih s plevral-
nim izlivom maligne in tuberkulozne etiologije ter dolo¢anje
uporabe teh testov v vsakdanji praksi.

Materiali in metode

Raziskava zajema 84 oseb s plevralnim izlivom, ki so se zdra-
vili na Institutu za plju¢ne bolezni in tuberkulozo. Glede etio-
logije plevralnih izlivov so bolniki razdeljeni v dve skupini:
1. Plevralni izlivi s tuberkulozno etiologijo (IB): 52 oseb (30
moskih in 22 Zensk), starih med 17 in 87 let, srednja starost
39 let. Diagnoza je bila postavljena na temelju pozitivhega
bakterioloskega izida ali histoloskega izida biopsije plevre.
2. Plevraini izlivi z maligno etiologijo (CA): 32 oseb (22 mo-
skih in 10 Zensk), starih med 43 in 81 let, srednja starost 64
let. Diagnoza vseh je temeljila na citoloskih in/ali histolo-
skih analizah. Primarni tumor je umescen na pljucih v 19
primerih, dva v jaj¢nikih, 4 tumor dojke, 4 tumor plevre
(mezoteliom), eden je imel melanom, pri enem pa je pri-
marna umestitev tumorja ostala neznana.
Raven lizozima v serumu in v plevralni tekoc¢ini smo dolocali
s turbodimetrijsko kineti¢no metodo z uporabo suspenzije
(2,2 g Micrococcus lysodeekticus na liter fosfatnega pufra).
Vzorci krvi in sline so bili zbrani hkrati pred zacetkom zdrav-
ljenja. Po odvzemu so bili centrifugirani in nato zamrznjeni
na -20 °C, vse do zacetka analize.
Adenozin deaminaza je bila doloc¢ena v istih vzorcih seruma
in plevralnega punktata s kolorimetrijsko metodo Gusti in Gal-
canti.
Statisti¢na analiza signifikantnosti razlike v velikostih zmerje-
nih koncentracij ADA in lizozima v serumu in v punktatu je
bila izdelana z neparametrskim testom Mann-Whitney U. Stop-
nja povezanosti med ravnijo ADA in lizozima v plevralni te-
kocini in v serumu je bila doloc¢ena s koeficientom korelacije.
Statisti¢na analiza vrednosti iz sorazmerja ADAp/ADAs in Lp/
Lsje bilaizdelana s testom za dolo¢anje pomembnosti razlike
med odstotki.

Rezultati

Srednje vrednosti (s. v.) in standardne deviacije (std. dev.)
zmerjenih koncentracij lizozima v serumu (Ls) in v plevral-

nem izlivu (LP) pri bolnikih iz raziskovalnih skupin so prika-
zane v razpredelnici 1.

Razpr. 1. Srednje vrednosti in standardne deviacije zmerje-
nih koncentracij lizozima v plevralnih izlivih in v serumu raz-
iskovalnih skupin.

Table 1. Mean concentrations and standard deviation (SD)
of the lysozyme in the pleural fluids and serum in different

groups.
Skupina Stevilo s.v.Lp std. dev. s.v.Ls std. dev.
Group Number Mean Lp SD* Mean Ls SD
B 52 33,70 24,97 15,15 11,12
CA 32 8,70 2,73 9,34 2,51

Zmerjene koncentracije lizozima v plevralnih punktatih in v
serumu so znatno visje v skupini bolnikov s tuberkulozno etio-
logijo v primerjavi s skupino bolnikov z maligno etiologijo
plevralnih izlivov. Statisticna obdelava dobljenih vrednosti z
Mann-Whitney testom U je pokazala visoko znacilno statistic¢-
no razliko (sig. stat. raz.): za plevralne koncentracije U = 73,5,
p =0,0000, p<0,001 in za serumske koncentracije U=514, p =
0,003, p <0,01. Podobne izide smo dobili tudi z analizo zmer-
jenih koncentracij ADA v plevralnih izlivih in v serumu bolni-
kov. Znatno visje koncentracije so bile izmerjene v skupini
bolnikov z tuberkuloznim plevralnim izlivom, tako v plevral-
nih punktatih (U = 349, p = 0,0000, p < 0,001), kakor tudi v
serumih (U =611,5, p = 0,04, p <0,05). Vrednosti so prikazane
v razpredelnici 2.

Razpr. 2. Srednje vrednosti in standardne deviacije kon-
centracije ADA v plevralnih izlivih in v serumu raziskovalnih
skupin.

Table 2. Mean concentration and standard deviation (SD) of
ADA in the pleural fluid and serum in the different groups.

Skupina Stevilo s.v. ADAp std. dev. s.v. ADAs std. dev.
Group Number  Mean ADAp SD* Mean ADAs SD
B 52 65,31 34,61 23,75 15,29
CA 32 29,22 16,18 28,60 15,32

Korelacija med ravnijo lizozima v plevralni tekocini in v seru-
mu v dveh skupinah je razvidna v razpredelnici 3. Skupina s
plevralnimi izlivi z maligno etiologijo ima boljsi indeks kore-
lacije (r = 0,85) kot skupina s tuberkuloznimi izlivi (r = 0,65).

Razpr. 3. Koeficient korelacije med ravnijo lizozima v plevraini
tekocini in v serumu raziskovalnih skupin.

Table 3. Correlation coefficient between pleural fluid level and
serum level of lysozyme.

Skupina / Group r p vrednost/ p value
B 0,65 <0,05
CA 0,85 <0,05

Tudiza ADAsoindeksikorelacije med ravnijov plevralni teko-
¢ini in v serumu raziskovalnih skupin podobni: Boljsi indeks
korelacije (p =0,69) ima skupina z malignimi plevralnimi izlivi
od skupine s tuberkuloznimi izlivi (p = 0,41) (razpr. 4).

Razpr. 4. Koeficient korelacije med ravnijo ADA v plevralni
tekocini in v serumu raziskovalnih skupin.

Table 4. Correlation coefficient between pleural fluid level and

serum level of ADA.
Skupina / Group r p vrednost/ p value
TB 0,41 <0,05
CA 0,69 <0,05
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Mejne vrednosti razmerja ADAp/ADAs in Lp/Ls, ki naj bi bile
pomembne v diferenciaciji diagnosticiranja med malignimi
in tuberkuloznimi plevralnimi izlivi, so: 1,8 za ADAp/ADAs in
1,5 za Lp/Ls. Vrednosti so dolo¢ene na podlagi ze konc¢anih
analiz v Biokemi¢nem laboratoriju Instituta za plju¢ne bole-
zni in tuberkulozo v Skopju (9).

Na sliki 1 so prikazane vrednosti iz sorazmerja ADAp/ADAs
in Lp/Ls pri vsakem bolniku. Sorazmerje ADAp/ADAs enako
ali vije od 1,8 ima 40 bolnikov oziroma 76,9% iz skupine s
tuberkuloznimi plevralnimi izlivi, 12 bolnikov ali 23,1% ima
sorazmerje manjse od 1,8.

Mejna vrednost za sorazmerje Lp/Ls je 1,5. Pri tuberkuloznih
plevralnih izlivih ima 44 bolnikov oziroma 84,6% vrednosti
enake ali ve¢je od 1,5, medtem ko ima 15,4% bolnikov vre-
dnosti, manjse od 1,5.

V skupini z malignimi plevralnimi izlivi se samo pri enem bol-
niku ali 3,1% srecujemo z sorazmerjem Lp/Ls > 1,5, medtem
ko je privseh ostalih to sorazmerje manjse od mejne vredno-
sti. S testom za vrednotenje statisticne znacilnosti razlike med
odstotki, med skupinama TB in CA z dvema testoma je ugo-
tovljena sig. stat. raz. (p = 0,00000, r < 0,001).
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Sl. 1. ADAp/ADASs in Lp/Ls pri bolnikih s tuberkolozno in maligno etiologijo plevral-
nih izlivov; oznacena Crta predstavlja omejene vrednosti od 1,8 za ADAp/ADAS in

1,5 za Lp/Ls.

Figure 1. ADAp/ADAs and Lp/Ls in the patients with different type of pleural effusi-
on. Horizontal dotted line indicates level of ADAp/ADASs ratio of 1.8 and Lp/Ls ratio

of 1.5.

Evalvacija vrednosti dveh testov glede njihove uporabnosti v
klini¢ni praksi pri tuberkuloznih plevralnih izlivih je izdelana
z naslednjimi parametri: senzitivnost (Se), specifi¢nost (Sp),
prognosti¢na vrednost za pozitivne izvide (PVP), prognostic-
na vrednost za negativne izvide (PVN) in diagnosti¢na zanes-
ljivost (DZ). Kot diskriminacijske vrednosti so vzete za ADAp/
ADAs = ali> 1,8 in za Lp/Ls = ali > 1,5. Izidi so prikazani v raz-
predelnici 5.

Razpr. 5. Vrednost posameznih parametrov, ocenjenih s stati-
sticnimi metodami pri doloceni diskriminacijski tocki, v od-
stotkih.

Table 5. The values of parameters assessed by statistical
methods at determined point in percents.

Test Se Sp PVP PVN DZ
ADAp/ADAs 76,92 90,62 93,02 70,73 82,14
Lp/Ls 84,61 96,87 97,77 79,48 89,28

Lp/Ls

Analiza povezanosti vrednosti iz sorazmerja ADAp/ADAs in
Lp/Ls je pokazala visoko stopnjo korelacije r = 0,53, p <0,05.

Razpravljanje

Lizozim je bakterioliti¢ni encim, ki ima zelo pomembno vlo-
go v epiteloidnih celicah, makrofagih ter v gigantskih celicah
aktivnih granulomov in granulocitih iz gnojnih eksudatov. Li-
zozim zrcali aktivnost svezih granulomov glede obtoka nev-
rofilcev in ledvi¢ne funkcije. S povec¢animi vrednostmi lizozi-
mase, razen prigranulomatozah, srecujejo tudi pridrugih vnet-
nih procesih, septi¢nih stanjih ter pri mieloproliferativnih bo-
leznih. ADA je predvsem encim limfocitov T in njene vredno-
sti kazejo lokalno aktivnost limfocitov (10). Rac¢una se, da so
zvisane vrednosti ADA inlizozimav plevralnem prostoru, pred-
vsem pri tuberkuloznih plevritisih in empiemih rezultat lokal-
nega dogajanja (6). Lizozim se v plevralnem prostoru pri tu-
berkulozi (TB) sprosc¢aiz epiteloidnih celic nekrotiziranih gra-
nulomov in mononuklearnih fagocitov. Razlog za visoko ak-
tivnost ADA v tuberkuloznih plevralnih izlivih ni dovolj pojas-
njen. Znano pa je, da je aktivhost ADA
povecana v plevralnih izlivih, v katerih
prevladujejo limfociti, najbolj pogosto
pri tistih, ki so tuberkuloznega porekla
(11).Nadrugistrani paje aktivnost ADA
v plazmivisoka priboleznih, prikaterih
se stimulira celi¢na imunost, kar TB je
ena od teh bolezni. Nasi rezultati kaze-
jona pomembno zvisano raven ADA in
lizozima v plevralnih punktatih in v se-
rumih skupine s tuberkulozno etiologi-
jovprimerjavis skupino z maligno etio-
logijo, kar je v skladu z rezultati drugih
avtorjev (7, 8, 12, 13). Diagnosti¢ni po-
men za tuberkulozni plevritis imajo vre-
dnosti ADA, kisovisje od 50 IU/ml. Z vis-
jimivrednostmise srecujejo tudi pridru-
gih boleznih, kot so revmatoidni artiri-
tis, limfom, levkemija in pri epiemih, za-
to teh stanj z aktivnostjo ADA v plevral-
nih punktatih ni mogoce diferencirati.
To sirazlagamo z obstojem dveh mole-
kularnih oblik ADA - velike in majhne;
Prituberkuloznih izlivih je verjetno pri-
sotna samo velika oblika, a pri drugih
plevralnih izlivih z visoko aktivnostjo
ADA sta prisotni obe obliki, prevladuje
pamala (12).

Prituberkuloznih plevralnihizlivih smo
med ravnijo encimov v plevralni tekoc¢ini in v serumu dobili
pozitiven koeficient korelacije (ADA r = 0,41, lizozim r = 0,65),
kar pomeni, da pri TB raste tudi serumska raven ADA in lizozi-
ma.V skupiniz malignimi plevralnimi izlivi sta aktivnosti ADA
inlizozima v serumu in v plevralni tekocini nizki, ampak s po-
zitivnimi koeficienti korelacije, ki so visji v primerjavi s skupi-
nosTB(ADAr=0,69,lizozim r = 0,85). Visji koeficienti korela-
cije ravni ADA in lizozima v plevralnih punktatih in v serumu
primalignih plevralnih izlivih prirazmerju punktat/serum ok-
rog 1 so zaradi encimov v plevralni tekocini: njihova raven je
rezultat filtracije ali difuzije sistemskega obtoka, ne palokalne
produkcije. Ceprav oba encima prihajata iz razli¢nih celic, se
prituberkuloznem procesu sprostita hkrati. Ugotovilismo do-
brokorelacijo medvrednostmi ADAp/ADAs in Lp/Ls (r=0,74),
zato doloc¢anje obeh parametrov hkrati zvecuje diagnosti¢no
zanesljivostv primerjaviz dolo¢anjem samo enega parametra.
Po mnenju nekaterih avtorjev (4, 6, 8) je sorazmerje Lp/Ls
> 1,2 zelo pomembno pri diferencialni diagnozi tuberkulo-
znih in netuberkuloznih plevralnih izlivov, razen empiemov.
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Upostevali smo mejno vrednost sorazmerja Lp/Ls 1,5 in dobi-
li rezultate, ki kazejo, da se test z visoko zanesljivostjo lahko
uporablja pri diferencialni diagnozi med tuberkuloznimi in
malignimi plevralnimi izlivi. Podobni so izidi, ki se nanasajo
na sorazmerje ADAp/ADAs z mejno vrednostjo 1,8 pri dife-
rencialni diagnozi med tuberkuloznimi in malignimi izlivi.

Zakljucki

Testa ADAp/ADAs in Lp/Ls se lahko uporabita kot zacetna
klini¢na preiskava plevralne tekocine, e posebej v populaci-
ji, v kateri je TB pogosta bolezen. Imajo vlogo presejalnega
testa in v zaCetnem diferencialnem diagnosticiranju locujejo
plevralne izlive tuberkulozne in maligne etiologije, preden
bomo z dolo¢enimi invazivnimi diagnosti¢nimi postopki do-
bili rezultate bakterioloskih in/ali patohistoloskih analiz, ki bo-
do omogocili kon¢no diagnozo. Testi niso dragi, so sorazmer-
no enostavni, hitri in se dopolnjujejo drug z drugim.
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