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(54) Metoda de identificare a markerului anti-HVE 1gG in serul sangvin

(57) Rezumat:
1

Inventia se refera la medicind, si anume la
o metodd de identificare a markerului anti-
HVE 19G 1n serul sangvin si poate fi folosita
pentru diagnosticul hepatitei virale E la
persoanele din industria alimentara.

Esenta inventiei constd in examinarea
serului sangvin in testul imunoenzimatic cu
utilizarea microplacii adsorbite cu AgHVE si
determinarea valorilor densitatii optice a
probelor la lungimea de undd 450...620 nm,
apoi se determind valoarea medie a
densitatilor optice a probelor de control negativ
dupa formula: media densitatilor optice ale
probelor de control negativ + 0,350, apoi se
determina raportul dintre valoarea medie a
densitatii optice a serului pacientului  si

2
valoarea medie a densitatilor optice ale
probelor de control negativ si in cazul in care
raportul este de pana la 0,9, se considera ca
rezultatul este negativ, dacd este mai mare de
1,1 este pozitiv, iar probele cu rezultatul de
0,9...1,1 se prelucreaza cu suspensie de caolin
de 20% cu formula Al>03-2Si0,.2H,0, apoi se
repetd testul imunoenzimatic mentionat cu
determinarea ulterioard a raportului dintre
valoarea medie a densitatii optice a serului
pacientului si valoarea media a densitatilor
optice de control negativ + 0,350, in cazul in
care raportul este de pana la 0,9, se considera
ca rezultatul este negativ, iar daca este mai
mare de 1,1 rezultatul este pozitiv.
Revendicari: 1



(54) Method for identifying the anti-HVE IgG marker in the blood serum

(57) Abstract:
1

The invention relates to medicine, namely
to a method for identifying the anti-HVE I1gG
marker in the blood serum and can be used for
the diagnosis of viral hepatitis E in persons in
the food industry.

Summary of the invention consists in
examining the blood serum in the enzyme
immunoassay using a microplate with
adsorbed AgHVE and determining the optical
density values of the samples by a photometric
method at a wavelength of 450...620 nm, then
determining the average optical density value
of the samples with negative control according
to the formula: average of the optical densities
of the samples with negative control + 0.350,
then determining the ratio of the average
optical density value of the patient’s serum and

2
the average optical density value of the
samples with negative control and if the ratio is
up to 0.9, it is considered that the result is
negative, if more than 1.1 it is positive, and
samples with a result of 0.9...1.1 are treated
with a 20% slurry of kaolin of the formula
Al;,03:2Si0,:2H,0, then the said enzyme
immunoassay is repeated, followed by the
determination of the ratio of the average
optical density value of the patient’s serum and
the average optical densities value with
negative control + 0.350, if the ratio is up to
0.9, it is considered that the result is negative,
and if more than 1.1 the result is positive.
Claims: 1

(54) Merton naentupukanun mapkepa antu-HVE IgG B chiBopoTKe KpoBH

(57) Pedepar:

N3o0perenrie OTHOCHUTCS K MEIWIUHE, a
UMEHHO K METOAY HICHTH(UKAIMU MapKepa
antu-HVE 1gG B chIBOpOTKE KpPOBH M MOXET
ObITh  HCNONB30BAHO  JUISi  JAMArHOCTHKH
BUpycHOro remaruta E y nmi w3 mumieBon

MPOMBIIICHOCTH.
CylHOCTh  M300peTeHHs  COCTOMT B
HCCIIEJIOBAHUM  CHIBOPOTKHA  KPOBH B

UMMYHO(DEPMEHTHOM TECTE C MCIIOIh30BAHUEM
MUKpOIUTaHIera ¢ ajgcopouposanusiv AgHVE
U ONpeNeiCHUEM 3HAUCHHWsS  ONTHYCCKOMN
IUIOTHOCTA (DOTOMETPUYECKUM METOIOM TpHU
nnuHe  BomHBl  450..620 HM,  3aTem
OIPENICNISIOT CPEIHEee 3HAYCHUE ONTHYCCKOMN
IUIOTHOCTH mpod c OTPHIATCITEHBIM
KOHTpOJIeM TI0 (popMyrie: cpeaHee ONTHICCKUX
IUTOTHOCTE! P00 ¢ OTPUIIATEIILHOTO KOHTPOJIS
+ 0,350, 3areM onpeAemnstoT COOTHOIIECHHE
CpeIHEW BCIUYMHBI ONTHUYCCKOW IUIOTHOCTH

2
CBIBOPOTKM TMAallMEHTAa U CpeJAHEH BEIUUUHBI
ONTHYECKON IJIOTHOCTH pod c

OTPHIIATEIIEHBIM KOHTPOJIEM M B CIydae €CIu
cootHomeHue cocrasnsger jgo 0,9, cuuraercs
YTO PE3yNbTAT OTPHIIATENIFHBIN, €CITU OOJIbIIe
1,1 ONOXUTENBHBIN, a TPOOBI C PE3YIHLTATOM
0,9...1,1 obpabatsiBatoT 20%-0# cycrieH3UEH
kaonuHa ¢opmynsl Al,O3-2Si0;2-2H,0, 3atem

MIOBTOPSIOT YIIOMSHYTHIH
UMMYHO(EPMEHTHBII TECT € MOCIEAYIOUINM
OIpeieNeHueM COOTHOIIIEHUS cpenHeit

BEJINYUHBI ONITHYECKOM MIIOTHOCTH CHIBOPOTKU

MalyeHTa W CPeAHEH BENUYUHBI ONTHYECKUX

IUIOTHOCTEH  OTPHIATENLHOIO KOHTpOJs +

0,350, ecau cootHomienue coctasiser a0 0,9,

CUUTAETCS YTO PE3YJbTAT OTPUIIATENbHBIN, a U

eciu Oombire 1,1 pe3ynbTaT MOIOKUTEITBHBIH.
I1. popmymsr: 1
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Descriere:
(Descrierea se publica in redactia solicitantului)

Inventia se refera la medicina, si anume la o metoda de identificare a markerului
anti-HVE IgG 1in serul sangvin si poate fi folosita pentru diagnosticul hepatitei virale
E la persoanele din industria alimentara.

Problema hepatitei virale E rdmane a fi prioritara la nivel mondial, precum si
pentru majoritatea tarilor europene, inclusiv Republica Moldova, unde pana recent
nu au fost efectuate studii de performantd privind incidenta hepatitei virale E,
inclusiv 1n grupurile cu risc sporit de infectare. Tindnd cont de aceasta in premiera in
Republica Moldova au fost organizate investigatii de laborator la anticorpii anti-
HVE IgG la angajatii intreprinderilor de procesare a carnii.

Evidentierea markerului anti-HVE IgG 1n ser demonstreaza o infectie cu virusul
HVE suportatd in trecut. Medicina clinica contemporand devine vaditd prin
utilizarea extensivd a tehnologiilor  diagnosticului de laborator de inalta
performanta, care sunt vertiginos implementate in practica medicala (1. Joao R.
Mesquita, Mette Myrmel, Kathrine Stene-Johansen, Joakim Verbo and Maria S. J.
Nascimento. A Public Health initiative on hepatitis E virus epidemiology, safety and
control in Portugal - study protocol, BMC infectious Diseases (2016) 16:17, 5 p.;
Pantea Victor, Monografie Hepatitele virale acute si cronice (actualitdti), Tipografia
Sirius, Chisinau, 2009, 224 p.).

Investigatiile la prezenta markerilor virusului hepatitei virale E se efectuecaza
tehnic, prin reactii imunoenzimatice (ELISA), utilizate cel mai frecvent in
diagnosticul de laborator pentru detectia prezentei anticorpilor HVE clasa IgM/IgG
in ser la persoane, in special din grupele cu risc sporit de infectare.

Principiul metodei ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) este bazat pe
reactia imunologicd cunoscutd ca reactie ,,antigen-anticorp” pe un suport, numit
“faza solida” [1]. In godeul microplacii, sensibilizat cu antigeni cunoscuti, se adauga
proba biologica cercetatd, de reguld ser sau plasmi umani. in perioada de incubare
se formeaza complexele Ag-Ac prin intermediul segmentului activ, liber- Fab al
anticorpilor monoclonali. Ulterior la complexele imune formate se introduce
conjugatul — un ligand marcat cu o enzima (cel mai frecvent peroxidaza, fosfataza
alcalind). Complexul format este identificat in reactia enzimaticd prin adaugarea
solutiei cromogen/substrat cu producerea unei reactii colorimetrice (vizibile).
Schimbarea coloratiei depinde de cantitatea antigenului/anticorpului in proba testata.
Pentru stoparea reactiei enzimatice se utilizeaza “stop-reagentul” (cel mai des —
acidul sulfuric). Detectia se efectueaza fotometric la lungimea de unda de 450 sau
620 nm [2].

Metoda imunoenzimatica include urmatoarele etape:

1. Reactia imunologica — formarea complexului imunologic prin adaugarea
reagentilor, dintre care unul contine markerul enzimatic.

2. Stoparea fazei solide pentru indepartarea componentelor nespecifice.

3. Reactia enzimaticd prin addugarea solutiei cromogen/substrat si stoparea
reactiei cu “stop-reagent”.

4. Citirea rezultatelor.

5. Interpretarea rezultatelor.

Dezavantajul metodei cunoscute consta in aceea cé unele probe de ser examinate
la prezenta markerilor HVE 1in testul imunoenzimatic (ELISA) demonstreaza
rezultate incerte din cauza prezentei in seruri a factorilor (inhibitori) nespecifici, care
metodei.

Problema pe care o rezolva inventia constd in elaborarea unei metode de
investigare a serurilor la markerii hepatitei virale E, care include o etapa
suplimentara: serurile care in testul imunoenzimatic (ELISA) demonstreaza rezultate
incerte (nedeterminate), se prelucreazd suplimentar cu suspensie de kaolin
(Al203:25i0,-2H,0) pentru inlaturarea inhibitorilor nespecifici, apoi repetat sunt
examinate in ELISA.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

MD 1258 Z 2019.02.28

4

Esenta inventiei constd in examinarea serului sangvin in testul imunoenzimatic
cu utilizarea microplacii adsorbite cu AgHVE si determinarea valorilor densitatii
optice a probelor la lungimea de unda 450...620 nm, apoi se determina valoarea
medie a densitatilor optice ale probelor de control negativ dupa formula: media
densitatilor optice a probelor de control negativ + 0,350, apoi se determina raportul
dintre valoarea medie a densitatii optice a serului pacientului si valoarea medie a
densitatilor optice ale probelor de control negativ si in cazul in care raportul este de
pana la 0,9, se considera ca rezultatul este negativ, daca este mai mare de 1,1 -
pozitiv, iar probele cu rezultatul de 0,9...1,1 se prelucreaza cu suspensie de caolin
de 20% cu formula Al;O3-2Si02-2H,0, apoi se repeta testul imunoenzimatic
mentionat cu determinarea ulterioara a raportului dintre valoarea medie a densitatii
optice a serului pacientului si valoarea media a densitatilor optice de control negativ
+ 0,350, in cazul in care raportul este de pana la 0,9, se considera ca rezultatul este
negativ, iar daca este mai mare de 1,1 - pozitiv.

Rezultatul inventiei constd in obtinerea rezultatelor finale cu excluderea
rezultatelor incerte datoritd prelucrarii cu suspensie de kaolin (Al,Os3-2Si0,-2H,0)
pentru inldturarea inhibitorilor nespecifici.

Metoda include examinarea serului sangvin in testul imunoenzimatic cu
utilizarea microplacii adsorbite cu AgHVE si determinarea valorilor densitatii
optice a probelor la lungimea de unda 450...620 nm, apoi se determina valoarea
medie a densitatilor optice ale probelor de control negativ dupa formula: media
densitatilor optice a probelor de control negativ + 0,350, apoi se determina raportul
dintre valoarea medie a densitatii optice a serului pacientului si valoarea medie a
densitatilor optice ale probelor de control negativ si in cazul in care raportul este de
pana la 0,9 se considera ca rezultatul este negativ, daca este mai mare de 1,1 -
pozitiv, iar probele cu rezultatul de 0,9...1,1 se prelucreaza cu suspensie de caolin
de 20% cu formula Al;O3-2Si02-2H,0, apoi se repeta testul imunoenzimatic
mentionat cu determinarea ulterioara a raportului dintre valoarea medie a densitatii
optice a serului pacientului si valoarea media a densitatilor optice de control negativ
+ 0,350, in cazul in care raportul este de pana la 0,9, se considera ca rezultatul este
negativ, iar daca este mai mare de 1,1 - pozitiv.

Etapele metodei revendicate sunt urmatoarele.

1 ETAPA

1. Initial se introduce numarul necesar de godeuri in microplacd. Primul godeu
gol este rezervat pentru BLC (Al).

2. Cantiatea de 200 pl de control negativ, care nu contine anti-HVE IgG in ser
uman, se dilueaza in 3 godeuri (B1,C1,D1), apoi 200 ul de calibrator, care contine
ser uman slab pozitiv la anti-HVE IgG, se introduce in 2 godeuri (E1,F1), iar 200 pl
de control pozitiv, care contine ser uman cu anti-HVE 1gG pozitiv cu un titru mai
mare de 100 Ul/ml, in godeul (G1) se picurd 200 pl diluant + 10 pl de ser de la
persoana investigata. Controalele si calibratorul sunt prediluate, gata de utilizare.

3. Urmeaza adaugarea a 200 pl diluant de proba (DILSPE) in toate godeurile
(A2-H2). Apoi se distribuie in mod corespunzator cate 10 ml de proba in godeuri.
Pentru a se dispersa pe deplin proba diluata se amestecd usor, evitand debordarea si
contaminarea godeurilor adiacente. In continuare se verificdi daci culoarea
diluantului, dupa adaugarea de probe, se modifici de la verde deschis la verde-
albastru inchis, aceasta demonstrand cé probele au fost adaugate.

4. Cantitatea de 50 pl dilvant (DILAS) se disperseazd in toate
controalele/calibratoarele si godeurile cu probe, cu exceptia Al. Se verifica daca
culoarea a devenit albastru inchis.

5. Microplaca pregatita se incubeaza timp de 45 min la temperatura de + 37°C si
se sigileaza cu peliculd, numai atunci cand testul este efectuat manual. Nu se acopera
microplaca atunci cand se utilizeaza echipament automat ELISA.

6. Microplaca se spala de 5 ori in masina de spdlat automatd cu livrarea si
aspirarea a 300 pl per godeu cu solutie diluata pregatita anterior (1:20).

7. Urmeaza pipetarea a 100 pl de enzime conjugate, care contin globulina
antispecie de iepure sau soarece si peroxidazd din hrean, in fiecare godeu, cu
exceptia Al- BLC, si se acopera cu capac; se verifica dacd aceastd componenta de
culoare rosie a fost distribuita in toate godeurile, cu exceptia Al.
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8. Microplaca se spala de 5 ori in masina de spilat automatd cu livrarea si
aspirarea a 300 pl per godeu cu solutie diluata pregatita anterior (1:20).

9. Apoi se adaugd cate 100 ul de cromogen substrat, care contine 0,02% de
peroxid de hidrogen, sol. de 4% de dimetilsulfoxid si sol. de 0,03% de
tetrametilbenzidina, in fiecare godeu si se incubeaza la temperatura de 18...247C
timp de 15 min.

10. Reactia se stopeaza prin adaugarea a cate 100 ul de acid sulfuric, 0,3 M, dupa
care se determind valorile densitatii optice la lungimea de unda 450...620 nm.

Rezultatele testelor se calculeaza cu ajutorul unei valori limitd, determinata dupa
formula:

Media densitatii optice (DO) control negativ + 0,350.

Rezultatele negative ale serului pacientului sunt atunci cand densitatea optica a
serului/densitatea opticd medie a controalelor negative +0,350 este < 0,9, in cazul
cand DO a serului/DO medie a controalelor negative +0,350 este 0,9...1,1 — rezultat
echivoc, in cazul cand DO a serului/DO medie a controalelor negative +0,350 este
>1,1 —rezultat pozitiv.

ETAPAII

Dupa investigarea serurilor pacientilor in testul ELISA, selectim probele de ser
suspecte (Ser/media DO control negativ + 0,350 = 0,9...1,1) pentru a evita influenta
inhibitorilor nespecifici prin utilizarea preparatului ,, Kaolin”.

Absorbtia inhibitorilor nespecifici din serul uman se realizeaza prin utilizarea
preparatului “Kaolin”, care contine lut alb, oxid de siliciu, aluminiu si apa
(Al203:2Si0,-2H,0). Prelucrarea serurilor se efectueaza prin urmatoarea procedura:
produsul “Kaolin” 20% se dilueaza cu solutie fiziologica (1:5); ulterior 100 pl de ser
se prelucreaza cu 400 pl de solutie fiziologicad (1:5), apoi se adaugd suspensia de
,Kaolin” si serul diluat intr-o eprubeta, astfel se obtine dilutia serului in concentratie
de 1:10, care se depune la temperatura de 18...25°C, timp de 25 min, fiind
amestecat periodic. Urmeaza centrifugarea (25 min, 2000 rot./min), dupa care serul
se aspird i se pastreaza la temperatura de 4°C.

ETAPA III

Dupa prelucrarea cu suspensie de ,,Kaolin” 20% a probelor de ser nedeterminate
(echivoce) pentru evitarea influentei inhibitorilor nespecifici, probele prelucrate se
investigheaza repetat in reactia ELISA cu produsele trusei diagnostice ,,HVE 1gG”
DIA. PRO, Diagnostic Bioprobes SRL (Milano) - Italy. Pentru argumentarea celor
expuse prezentam datele obtinute (tab.) privind investigarea a 270 seruri sangvine,
recoltate de la angajatii intreprinderilor de procesare a carnii din raionul Anenii-Noi
si Soroca in baza acordului informat prin metoda prototip si ceea propusa pentru
identificarea markerului (anticorpilor) anti-HVE IgG. Rezultatele obtinute
demonstreaza ca investigarea serurilor in ELISA prin metoda-prototip a evidentiat
44 persoane cu markerul anti-HVE IgG, la 6 persoane rezultatele au fost
nedeterminate (posibil din cauza inhibitorilor nespecifici prezenti in ser), iar pentru
220 persoane rezultatele au fost negative. Investigarea celor 6 seruri dupa metoda
propusd in ELISA, care a inclus prelucrarea prezumtiva a lor cu suspensie de Kaolin
20%, a demonstrat foarte clar apartenenta lor la “rezultatele negative”. in ansamblu
prin metoda propusa au fost identificate 44 (16,3%) persoane cu markerul anti-HVE
IgG si 226 (83,7%) negative la prezenta markerului nominalizat; rezultate echivoce
nu au fost identificate. Pe cand metoda prototip a demonstrat urmatoarele: 44
(16,3%) persoane pozitive la markerul anti-HVE 19G, 6 (2,2%) cu rezultate echivoce
si 220 (81,5%) cu rezultate negative. Asadar, metoda propusd demonstreazd o
eficacitate sporitd de identificare si evaluare a anticorpilor anti-HVE 1gG in serul
pacientilor investigati prin ELISA cu absenta rezultatelor echivoce si cresterea
specificitatii.

Rezultatele identificarii si evaluarii prin ELISA a markerului anti-HVE 1gG in
serul sangvin a lucratorilor de la intreprinderile de procesare a carnii din r-nele
Anenii-Noi si Soroca prin metoda cunoscuti si cea propusi
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Tabel

Contingentul
examinat cu risc
sporit de
infectare

Nr. de
probe
investi-
gate

Identificarea markerului anti-HEV IgG

Metoda prototip

Metoda propusa

Pozitiv

Echivoc

Negativ

Pozitiv

Echivoc

Neg

ativ

Abs.

%

Abs. %

Abs.

%

Abs.

%

Abs. | %

Abs.

%

Lucratorii
combinatului
de carne
“Salamer”, s.
Mereni,
"Aviselect", s.
Bulboaca, r-ul
Anenii-Noi si
DebutSor,
r-ul Soroca

270 44

16,3+ 6 2,240 220 81,5+ 44 16,3+ 0

226

83,7+
2,3

(56) Referinte bibliografice citate in descriere:

1. HEV IgG Third generation Enzyme immunoassay for the determination of 1gG
antibodies to hepatitis E virus in human serum and plasma. DIA.PRO Bioprobes
SRL Via G. Carduci n? 27,20099 Sesto San Giovanni (Milano)-Italy.

2. Spinu C., Holban T., Guriev V., Spinu Ig. Hepatitele virale i HIV. Tipografia
ASM, Chisinau, 2013, 296 p.

(57) Revendicari:

Metoda de identificare a markerului anti-HVE IgG in serul sangvin, care include
examinarea serului sangvin in testul imunoenzimatic cu utilizarea microplacii
adsorbite cu AgHVE si determinarea valorilor densitatii optice a probelor la
lungimea de unda 450...620 nm, apoi se determina valoarea medie a densitatilor
optice a probelor de control negativ dupa formula: media densitatilor optice ale
probelor de control negativ + 0,350, apoi Sse determina raportul dintre valoarea
medie a densitatii optice a serului pacientului si valoarea medie a densitatilor optice
ale probelor de control negativ si in cazul in care raportul este de pana la 0,9 se
considera ca rezultatul este negativ, daca este mai mare de 1,1 este pozitiv, iar
probele cu rezultatul de 0,9...1,1 se prelucreaza cu suspensie de caolin de 20% cu
formula Al;03-2Si0,-2H,0, apoi se repetd testul imunoenzimatic mentionat cu
determinarea ulterioara a raportului dintre valoarea medie a densitatii optice a
serului pacientului si valoarea media a densitatilor optice de control negativ + 0,350,
in cazul in care raportul este de pana la 0,9, se considera ca rezultatul este negativ,
iar daca este mai mare de 1,1 rezultatul este pozitiv.

Agentia de Stat pentru Proprietatea Intelectuala
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