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(54) Metoda de identificare a markerului antiSARS-CoV-2 IgG in serul sangvin

uman

(57) Rezumat:
1

Inventia se refera la medicina, si anume
la o metoda de identificare a markerului
antiSARS-CoV-2 IgG in serul sanguin §i poate
fi folositd pentru diagnosticul infectiei cu
COVID-19.

Esenta inventiei constd in examinarea
serului sangvin cu testul imunoenzimatic
(ELISA) cu utilizarea microplacii adsorbite cu
antigen  specific de SARS-CoV-2  si
determinarea valorilor densitatilor optice ale
probelor prin metoda fotometricd la lungimea
de unda de 450 nm, apoi se determind valoarea
medie a densitatilor optice ale probelor de
control negativ dupa formula: valoarea medie a
densitatilor optice ale probelor de control
negativ + 0,250, apoi se determina raportul
dintre valoarea medie a densitatii optice a

2
serului pacientului si valoarea medie a
densitatilor optice ale probelor de control
negativ + 0,250, si in cazul in care raportul este
de pana la 0,9 se considerd ca rezultatul este
negativ, dacd este mai mare de 1,1 este pozitiv;
probele cu rezultatul de 0,9...1,1 se prelucreaza
cu suspensie de caolin de 20% cu formula
Al;03:2Si02:2H,0, apoi  se repetd testul
imunoenzimatic mentionat cu determinarea
ulterioara a raportului dintre valoarea medie a
densitatii optice a serului pacientului si
valoarea medie a densitatilor optice ale
probelor de control negativ + 0,250, 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-SARS-CoV-2 IgG marker in blood serum

(57) Abstract:
1

The invention relates to medicine,
namely to a method for identifying the anti-
SARS-CoV-2 1gG marker in blood serum and
can be wused for diagnosing COVID-19
infection.

Summary of the invention consists in
studying the blood serum by enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) using a
microplate adsorbed with specific SARS-CoV-
2 antigen and determining the optical density
values of samples by the photometric method
at a wavelength of 450 nm, then the average
optical density value of negative control
samples is determined using the formula: the
average optical density value of negative
control samples + 0.250, then the ratio between
the average optical density value of patient’s
serum and the average optical density value of

2
negative control samples + 0.250 is
determined, and if the ratio is up to 0.9, the
result is considered to be negative, if it is
higher than 1,1 the result is positive; samples
with the result of 0.9 are treated with 20%
suspension of kaolin of the formula
Al;03-2Si0,-2H,0, then the mentioned
enzyme immunoassay is repeated, by
subsequently determining the ratio between the
average optical density value of patient’s
serum and the average optical density value of
negative control samples + 0.250, if the ratio is
up to 0.9, the result is considered to be
negative, and if it is higher than 1.1, the result
is positive.
Claims: 1

(54) Metoa uaentudukanuu mapkepa aHTuSARS-CoV-2 IgG B chiBopoTKe

KPOBH Y€/I0BCKaA

(57) Pedepar:

N3o0perenrie OTHOCUTCS K MEULIMHE, a
UMEHHO K METOAY HICHTH(UKAIUU MapKepa
aHTuSARS-C0oV-2 IgG B ChIBOPOTKE KPOBH U
MOXET OBITh HCIIOJIB30BAHO ISl JMATHOCTHKH
nHdexun COVID-19.

CyImHOCT, HM300pETEHUs] COCTOUT B

UCCIIel0BaHUU CBIBOPOTKH KpOBH
nmmyHOpepMeHTHBIM  aHamm3oM (MDA) ¢
UCIIOIb30BAaHUEM MUKpOIUTAHIIETa,
a1copOUpPOBaHHOTO cnenupuIecKkuM

antureHoM SARS-CoV-2 wu ompexneneHnn
3HAYEHWH ONTHYECKHX IUIOTHOCTEH 1pod
(oTOMETpUYECKUM  METOJOM TpH  JUINHE
BoHBI 450 HM, 3aTeM ONPENENAIOT CpeaHee
3HAY€HWE ONTHYECKUX IUIOTHOCTEH Ipob
OTPHUIATENIFHOTO  KOHTpOJII MO  (opMmye:
cpefHee 3HAYEHUE ONTHYECKMX IUIOTHOCTEH
npo6 orpuuareirsHoro koutpons + 0,250,
3aTeM ONpENeNsIoT COOTHOIICHHWE MEXIy
Cpe/IHUM 3HAY€HHEM ONTHYECKOH IUIOTHOCTH

2
CBIBOPOTKH TAIlMEHTa W CPEAHUM 3HAUYCHUEM
OIITHYECKUX TUIOTHOCTEH pod
orpunatenbHoro kontpoist + 0,250, u B
cilydae ecii CooTHolleHue cocrasisier o 0,9
CUMTAETCS 4YTO pe3yNbTaT OTPULATENbHBIH,
ecan Oombiie 1,1 TMOMOXHUTENBHBIN; MPOOHI C
pesyabTatom 0,9...1,1 obpadatsiBaroT 20%-oi
cycneHsuen KaoJIMHA (bopMysIBI
Al>03-2Si0;-2H,0, 3areM TIOBTOPSIIOT
YIIOMSIHYTBIE MMMYHO(EPMEHTHBIH TECT C
TIOCJIEIYIONIMM  ONpEJIENICHUEM COOTHOIICHHS
MEXIY CpEJAHHUM 3HAuY€HHEM OINTHYECKOU
TUIOTHOCTH CHIBOPOTKH MAalWeHTa U CPEIHUM
3HAYEHHEM ONTHYECKHX IUIOTHOCTEH Ipod
orpunatenbHoro koutpoist + 0,250, ecnu
cootHonreHne cocrasisier a0 0,9, cunmraercs
YTO pe3yJabTaT OTPHUIATENBHBIA, a eciH
oornbie 1,1 pe3yapTaT MONOKHUTEITBEHBIN.
I1. popmymsr: 1
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Descriere:

Inventia se refera la medicina, si anume la 0 metoda de identificare a markerului antiSARS-
CoV-2 IgG in serul sangvin si poate fi folosita pentru diagnosticul infectiei cu COVID-19.

Recent, la sfarsitul lunii decembrie 2019 a fost descoperit un nou coronavirus, genul
Betacoronavirus, SARS-CoV-2 in Wuhan, China, care este foarte infectios i este transmis cu
usurintd de la om la om, provocand la moment o pandemie de semnificatie globala. (Huang C. et
al. Clinical features of patients infected with 2019 novel coronavirus in Wahan, China. Lancet, no
395, 2020, p. 497-506; Xu X., Chen, P., Wang, J. et al. Evolution of the novel coronavirus from
the ongoing Wuhan outbreak and modeling of its spike protein for risk of human transmission. Sci.
China Life Sci. No 63, 2020, p. 457-460. https://doi.org/10.1007/s11427-020-1637-5).
Coronavirusurile au o forma variabild sferica sau ovoida, pleomorfa, cu un diametru de 120...160
nm, avand un invelis extern pe care se afld niste proeminente glicoproteice, numite spicule, foarte
lungi (24 nm) si pedunculate, care-i dau un aspect de coroand (de unde §i denumirea de
coronavirus). Virionul are un invelis extern de naturd lipoproteicd, care contine proteine virale:
glicoproteina S, proteina E de invelis, proteina de membrana (M) si hemaglutinin - esteraza (HE).
Genomul consta dintr-o singura molecula liniara de acid ribonucleic (ARN), monocatenara de sens
pozitiv. ARN este infectios, serveste ca genom i ca ARNm viral. Transcrierea genomului este un
proces complex si implica sinteza a opt catene de ARN de sens negativ subgenomic intermediar.
Cele cinci proteine structurale sunt traduse de la ARN subgenomic.

Coronavirusurile sunt foarte raspandite in natura, producand la om si animale afectiuni ale
cailor respiratorii si ale tractului gastrointestinal, unele foarte grave, iar altele usoare sau chiar
neexprimate clinic. Coronavirusul SARS-CoV-2 se transmite direct pe cale respiratorie (picaturi),
nu este exclusd calea fecal/orala. Actualmente nu existd un tratament antiviral specific sau
preventiv (vaccin) in infectiile umane cu coronavirus, tratamentul fiind simptomatic (Zhu N. et al.
A novel coronavirus from patients with pneumonia in China, 2019. N. Engl. J. Med. vol. 328, no
3, 2020, p. 727-733). Infectia cu virusul SARS-CoV-2 poate fi usoara, moderatd sau severa;
aceasta din urma poate include: febra, cefalee, tuse, dificultati de respiratie, pneumonie bilaterala,
diaree. Complicatii: detresa respiratorie acutd, insuficienta renald, viremie, insuficienta cardiaca,
uneori cu sfarsit letal (Sangeeta D., Deepjyoti K. Wuhan Coronavirus: a fast-emerging global
threat. Int. J. Health. Res. Medico Leg. Prae. 2020 January, vol. 6 (1), p. 79-82, DOI
10.31741/ijhrmlp.v6i1.2020.17; Li Q., Guan X., Wu P., Wang X., Zhou L., Tong Y., et al. Early
transmission dynamics in Wuhan, China, of novel coronavirus-infected pneumonia. N. Eng.l J.
Med. 2020. https://doi.org/10.1056/NEJM0a2001316).

Diagnosticul de laborator al infectiei cu COVID-19 poate urma doua céi:

- evidentierea virusului, detectia ARN viral SARS-CoV-2 prin metoda RT-PCR. Analiza
PCR permite identificarea virusului SARS-CoV-2 atunci cand el este prezent la persoana bolnava
prin identificarea materialului genetic (ARN) in probele obtinute de la persoanele supuse
investigatiei. Conform protocolului de diagnostic al infectiei cu virusul SARS-CoV-2 proba se
considera pozitiva daca se detecteazd doua fragmente genetice specifice coronavirusurilor, dintre
care unul specific SARS-CoV-2;

- detectia anticorpilor specifici IgM si IgG - care reprezinta raspunsul imun al organismului
la virusul SARS-CoV-2. Identificarea anticorpilor prin analiza imunoenzimatica (AIE) in probele
de ser ale pacientilor poate avea urmatoarele semnificatii: infectie precoce (IgM+; 1gG-); persoana
aflatd in tranzit de infectie (IgM+; IgG+) si persoana aflatd in faza de recuperare (IgM-; 1gG+).

Interpretarea rezultatelor obtinute in testul imunoenzimatic, in dependentad de valoarea Cut-
off presupune urmatoarele variante: rezultat negativ; rezultat echivoc si rezultat pozitiv.

Diagnosticul serologic al pacientilor (inclusiv donatorii de sange), realizat prin analiza
imunofermentativd ELISA de generatia a treia cu specificitatea >98% si sensibilitatea >98%
pentru identificarea markerului antiSARS-CoV-2 1gG a inclus kiturile de reactive ai companiei
DIA PRO (Italia). Complexul imun din conjugatul legat se formeaza la adaugarea
substratului/cromogen, care da un produs de culoare galbena. Pentru stoparea reactiei enzimatice
se utilizeaza reagentul de stopare, si anume acidul sulfuric. Detectia se efectucaza fotometric la
lungimea de unda de 450 nm in dependenta de filtrul utilizat.

Algoritmul analizei imunofermentative ELISA pentru identificarea markerului antiSARS-
CoV-2 IgG include urmatoarele etape:

1. Formarea complexului imunologic, urmare a reactiei imunologice cu reagenti, unde unul
contine markerul enzimatic.
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2. Stoparea fazei solide pentru indepartarea componentelor nespecifice cu adaugarea
conjugatului.

3. Adaugarea solutiei cromogen/substrat si stoparea reactiei cu reagentul de stopare.

4. Evaluarea si interpretarea rezultatelor reactiei ELISA.

5. Dupa 1...2 saptamani investigarea probelor de sange cu rezultatul echivoc de la pacientii
examinati, inclusiv donatorii primari de sange in ELISA se repeta [1].

Dezavantajele metodei mentionate constau in aceea ca unele probe de sange (ser), recoltate
de la pacienti, inclusiv donatori primari de sange cu diagnosticul clinic de infectie COVID-19 si
examinate prin ELISA demonstreaza prezenta unor rezultate echivoce, urmare aflarii diferitor
factori inhibitori nespecifici in ser, care influenteaza rezultatele finale ale reactiei de identificare a
markerului antiSARS-CoV-2 IgG in ELISA. in cazul obtinerii rezultatelor echivoce proba de ser
trebuic sa fie testatd repetat iIn ELISA, peste 1..2 saptimani. Aceastd situatie face dificil
interpretarea rezultatelor finale in timp scurt.

Problema pe care o rezolva inventia constd in elaborarea unei metode de testare a probelor
de sange (ser) uman la prezenta markerului antiSARS-CoV-2 1gG prin ELISA, pentru excluderea
rezultatelor echivoce (nedeterminate). Solutia propusa inlaturd prezenta inhibitorilor nespecifici in
ser dupa prelucrarea cu suspensie de caolind cu examinarea ulterioara 1n testul ELISA, astfel

Esenta inventiei constd in examinarea serului sangvin in testul imunoenzimatic (ELISA) cu
utilizarea microplacii adsorbite cu antigen specific de SARS-CoV-2 si determinarea valorilor
densitatilor optice ale probelor prin metoda fotometricd la lungimea de unda 450 nm, apoi se
determind valoarea medie a densitatilor optice ale probelor de control negativ dupa formula:
valoarea medie a densitatilor optice ale probelor de control negativ + 0,250, apoi se determina
raportul dintre valoarea medie a densitatii optice a serului pacientului si valoarea medie a
densitatilor optice ale probelor de control negativ + 0,250, si in cazul in care raportul este de pana
l1a 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,O3-2SiO;-2H,0,
apoi se repetd testul imunoenzimatic mentionat cu determinarea ulterioara a raportului dintre
valoarea medie a densitatii optice a serului pacientului si valoarea medie a densitatilor optice ale
probelor de control negativ + 0,250, in cazul in care raportul este de pana la 0,9 se considerd ca
rezultatul este negativ, iar daca este mai mare de 1,1 rezultatul este pozitiv.

Cercetirile serurilor prin reactia imunoenzimatica ELISA pentru identificarea markerului
antiSARS-CoV-2 IgG s-a realizat cu produsul companiei Dia Pro, Milano-Italy (96 determinations
Enzyme Immunoassay for the determination of IgG antibodies to COVID-19 in human serum and
plasma).

Metoda propusa include urmatoarele etape:

1. Efectuarea investigatiilor prin reactia imunoenzimatici ELISA la prezenta markerului
antiSARS-CoV-2, unde au fost identificate probele de ser cu rezultat echivoc (raportului dintre
valoarea medie a densitatii optice a serului pacientului si valoarea medie a densitatilor optice ale
probelor de control negativ + 0,250 - 0,9...1,1), care apoi au fost prelucrate cu suspensie de caolin
de 20%, pregatita extempore, utilizand echipamentul ,,Vortex-1 plus”.

2. Investigarea probelor de ser dupa prelucrarea cu suspensie de caolin prin reactia
imunoenzimatica ELISA pentru evidentierea markerului antiSARS-CoV-2 I1gG.

3. Interpretarea rezultatelor.

Rezultatul inventiei constd in excluderea rezultatelor echivoce, care cer investigarea
repetatd a serului pacientilor dupa un interval de 2 saptadmani cu cheltuieli suplimentare: recoltare,
transportare, investigare, timp suplimentar pentru investigarea repetatd a pacientului etc.

Metoda propusd de identificare a markerului antiSARS-CoV-2 IgG in sangele uman
include 3 etape, care contribuie la obtinerea rezultatului scontat.

I etapa: Efectuarea investigatiilor prin reactia imunoenzimatici ELISA la prezenta
markerului antiSARS-CoV-2, unde sunt identificate probele de ser cu rezultat echivoc, prelucrarea
primara a probelor de ser echivoce (raportului dintre valoarea medie a densitatii optice a serului
pacientului si valoarea medie a densitatilor optice ale probelor de control negativ + 0,250 -
0,9...1,1) cu suspensie de caolin de 20% cu formula Al,O3-2SiO;-2H,0.

Conform algoritmului propus metoda include urmatoarele proceduri tehnologice.

Procedura de prelucrare a serurilor echivoce include urmatoarele: suspensia de caolin (lut
alb) in concentratie de 20% se dilueaza cu solutie fiziologica (1:3). Prezumptiv suspensia de caolin
se pregateste extempore prin amestecare usoard a particulelor de mineral resuspendate cu ajutorul
instrumentului ,,VVortex-1 plus”: consecutiv de 3 ori, timp de 5 min, cu interval de 3...4 min, in
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regim de 1000 rot./min, la temperatura de 18...24°C. In continuare se pregiteste in alti eprubeti
100 pl de ser echivoc, la care se adaugd 400 pl de solutie fiziologica (1:4) fiind amestecate
periodic. Ulterior, volumele identice (1:1) de suspensie de caolin si ser diluat se toarna in eprubeta.
Apoi continutul acestei eprubete se prelucreaza in ,,Vortex-1 plus” timp de 5 min §i se incubeaza la
temperatura de 18...25°C timp de 30 min, pentru absorbtie si Inldturarea inhibitorilor nespecifici.
Urmeaza centrifugarea (5 min la 10000 rot./min), dupa care, serul se aspira si se investigheaza prin
reactia ELISA.

IT etapa: testarea probelor de ser de la donatorii primari de sange prezumptiv prelucrate cu
suspensie de caolin prin reactia ELISA pentru depistarea markerului antiSARS-CoV-2 1gG cu
utilizarea reactivelor trusei de diagnostic de laborator pentru infectia COVID-19, DiaPro,
Diagnostic Bioprobes SRL 20099, Milano-Italy, ,,COVID-19 1gG” ,,Enzyme Immunoassay for the
determination of the IgG antibodies to COVID-19 in human serum and plasma”.

Initial se monteaza numarul necesar de stripuri cu godeuri, care sunt absorbite cu antigen
specific COVID-19, conform instructiunii trusei mentionate. Apoi in godeurile stripurilor montate
se picura reagenti si probele investigate prelucrate cu suspensie de caolin, cu exceptia godeului
Al, in altele 3 godeuri B1,C1,D1 se picurd 200 ul de control negativ, care contine Ser uman
negativ >0150 DO 450 nm, 1n godeul El se picurd 200 ul de control pozitiv - >0,500 DO 450 nm,
iar in godeurile F1, G1, H1 - se adauga cate 200 ul de diluant (DILSPE), care contine 1% proteina
sericd, 10 mM de solutie citrat de Na tampon cu pH 6,0£0,1, 0,5% Tween 20, 0,09% azid de sodiu
si 0,045% ProClin 300. Apoi in godeurile F1, G1, H1 se picurd cite 10 pul de ser cercetat. in
continuare, in toate godeurile, cu exceptia Al, se adauga cate 50 ul DILAS, care contine 10 mM de
solutie tampon tris cu pH 8,0+10,1 si 0,045% ProClin 300.

Stripurile pregitite se sigileaza cu pelicula de polietilena si se incubeaza timp de 45 min, la
temperatura de +37°C, apoi se spalad in regim automat de 5 ori programat pentru 5 cicluri cu 20 sec
repaos prin livrarea de 350 pl per godeu a solutiei WASHBUF, care contine 10 mM de solutie
tampon fosfat cu pH 7,0+0,2, 0,05% Tween 20 si 0,045% ProClin 300 diluata si pregatita anterior
(1:20). Dupa aceastd procedura se adauga cate 100 pl de enzima conjugat, cu exceptia godeului Al
(blank), care contine peroxidaza, conjugat cu anticorpi IgG policlonali, 5% BSA, 10mM de solutie
tampon tris cu pH 6,8+0,1, 0,045% ProClin 300 si 0,02% de solutic de gentamicina sulfat.
Stripurile pregatite si sigilate cu pelicula de polietilena se incubeaza timp de 45 min la temperatura
de +37°C, apoi se spala in regim automat de 5 ori cu intervalul de 20 sec prin livrare si aspirare a
cate 350 pl per godeu cu solutie de 10 mM tampon fosfat cu pH 7,0+0,2%, 0,05%, Tween 2,0 si
0,04% ProClin 300, pregatita anterior (1:20).

in continuare se adaugd cate 100 ul solutie tampon fosfat cu pH 3,5-3,8, 4%
dimetilsulfoxid, 0,03% tetra-metil-benzidina si 0,02% peroxid de hidrogen in fiecare godeu cu
incubarea ulterioara la temperatura camerei de 18...24°C, timp de 15 min. Reactia se stopeaza prin
adaugarea a cate 100 pl de acid sulfuric (H2SO4, 0,3M), apoi dupa 3...5 min se determind valorile
densitatii optice (DO) a probelor de ser prin metoda fotometrica la lungimea de unda de 450 nm.
Urmeaza determinarea valorii medii a densitatilor optice ale probelor de control negativ dupa
formula: valoarea medie a densitatilor optice ale probelor de control negativ + 0,250, apoi se
determind raportul dintre valoarea medie a densitatii optice a serului pacientului (S) si valoarea
medie a densitatilor optice ale probelor de control negativ + 0,250 (CO).

III etapa: interpretarea rezultatelor conform tab. 1.

Tabel 1
S/CO Interpretarea
<0,9 Negativ
0,9-1,1 Zona gri
>1,1 Pozitiv

in cazul, in care raportul este de pana la 0,9 se consideri ca rezultatul este negativ, iar daca
este mai mare de 1,1 rezultatul este pozitiv (tab. 1).

Remarcd: metoda propusd exclude aparitia rezultatelor echivoce (0,9...1,1), care cer
investigarea repetata a pacientilor sau donatorilor dupa 1...2 saptamani.

Exemplu de identificare a antiSARS-CoV-2 IgG in serul pacientilor, care s-au vindecat
dupa infectia COVID-19.

in Centrul National de Transfuzie a Sangelui au fost examinati 119 donatori (la markerul
antiSARS-CoV-2, clasa IgG) din randul pacientilor: persoane de sex masculin, cu varsta de 18...60
ani, cu istoric de boala COVID-19, caz confirmat, vindecati (rezolvarea completa a simptomelor)
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si rezultat negativ pentru COVID-19 prin efectuarea repetatd a testului PCR. Dupa forma de
manifestare clinicd a patologiei COVID-19; 73 (61,3%) donatori au demonstrat patologii cu forma
usoard (infectii respiratorii virale acute), 36 (30,3%) donatori au demonstrat patologii cu forma
medie (laringotraheita acuta, bronsitad acutd, rinofaringitd acutd), iar 10 (8,4%) donatori au
demonstrat patologii cu forma grava (pneumonie bilaterald, forma gravd). Plasma (serul) a fost
colectatd la cel putin 14 zile de la recuperarea clinicd. Din 119 donatori de plasma proaspata
congelatd convalescenta, 104 donatori sau 87,4+3,0% au prezentat indici peste valoarea de
referinta (>1,1 - pozitiv), ce indica prezenta anticorpilor antiSARS-CoV-2, clasa IgG. 13 donatori
sau 10,9+£2,9% au prezentat indici sub valoarea de referinta (<0,9 - negativ), ce indica absenta
anticorpilor, iar 2 donatori sau 1,7+1,2% au prezentat indici cu valoare echivoca, S/CO=0,9...1,1
(tabelul 2). Posibil aparitia rezultatelor echivoce (indeterminate) a fost cauzati de prezenta
factorilor nespecifici in probele de ser examinate, care esential pot modifica specificitatea si
sensibilitatea testului. Aceste doud persoane cu rezultat echivoc au servit temei pentru investigarea
repetatd la prezenta anticorpilor nominalizati dupa o tehnologie originald, descrisd in metoda
revendicata, care permite eliminarea factorilor nespecifici din serurile examinate, astfel inlaturand
notiunea de rezultat echivoc la etapa de interpretare finald a rezultatelor obtinute. Tehnologia
identificarii antiSARS-CoV-2 1in serul pacientilor conform metodei revendicate include
urmatoarele etape, inclusiv:

- efectuarea investigatiilor prin reactia imunoenzimatica ELISA la prezenta markerului
antiSARS-CoV-2, unde au fost identificate probele de ser cu rezultat echivoc, prelucrarea primara
a probelor de ser echivoce (raportului dintre valoarea medie a densitatii optice a serului pacientului
si valoarea medie a densitatilor optice ale probelor de control negativ + 0,250 - 0,9..1,1) cu
suspensie de caolin de 20% cu formula Al,O3-2Si0,-2H,0;

- testarea probelor de ser de la donatorii primari de sange dupa prelucrarea cu suspensie de
caolin prin reactia imunoenzimatica ELISA;

- interpretarea rezultatelor obtinute.

Investigarea probelor de ser de la donatorii primari de sange prin metoda revendicata a
demonstrat ca nivelul ser prevalentei pozitive a constituit 87,4+30%, iar celor negative -
12,6+3,0% (tabelul 2).

Metoda propusa sporeste eficacitatea testului, manifestata printr-o crestere semnificativa a
antiSARS-CoV-2 IgG exclude examinarea repetatd a serului pacientului in ELISA dupa 1...2
sdptamani cu economie de timp, reactive de laborator, consumabile si reprezinta beneficiu pentru
pacient.

Rezultatele investigatiilor §i evaludrii prezentei markerului antiSARS-CoV-2 IgG in
serurile sangvine, colectate de la donatorii primari de sange in Centrul National de Transfuzie a
Sangelui.

Tabel 2
Nr | Contingentul | Total Identificarea anti-COVID-19 IgG
d/o | investigat Metoda cunoscuta Metoda propusa
pozitiv echivoc negativ pozitiv echivoc negativ
abs P£ES abs | P£ES | abs | PES abs P£ES abs | P+ES
Donatori | 119 | 104 |87,4+3,01 2 |1,7+1,2| 13 [109+29| 104 |87,443,0| 0 15 |12,643,0
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(56) Referinte bibliografice citate in descriere:

1. COVID-19 IgG, Enzyme Immunoassay for the determination of 1gG antibodies to COVID-19 in
human serum and plasma, Dia Pro Diagnostic Bioprobes SRL Via G. Carducci no 27, 20099 Sesto
San Giovani (Milano) - Italy, 2020

(57) Revendicari:

Metoda de identificare a markerului antiSARS-CoV-2 IgG in serul sangvin, care include
examinarea serului sangvin cu testul imunoenzimatic (ELISA) cu utilizarea microplacii adsorbite
cu antigen specific de SARS-CoV-2 si determinarea valorilor densitatilor optice ale probelor prin
metoda fotometrica la lungimea de undd de 450 nm, apoi se determind valoarea medie a
densitatilor optice ale probelor de control negativ dupa formula: valoarea medie a densitatilor
optice ale probelor de control negativ + 0,250, apoi se determind raportul dintre valoarea medie a
densitatii optice a serului pacientului si valoarea medie a densitatilor optice ale probelor de control
negativ + 0,250, 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; probele cu rezultatul de 0,9...1,1 se prelucreaza cu
suspensie de caolin de 20% cu formula Al>O3-2Si0-2H,0, apoi se repeta testul imunoenzimatic
mentionat cu determinarea ulterioard a raportului dintre valoarea medie a densitatii optice a serului
pacientului si valoarea medie a densitatilor optice ale probelor de control negativ + 0,250, in cazul
in care raportul este de pana la 0,9 se considera ca rezultatul este negativ, iar dacd este mai mare de
1,1 rezultatul este pozitiv.
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