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Descriere:

Inventia se referd la domeniul medicinei si medicinei veterinare, in special, la procedeele de identificare a antigenului rotaviru-
surilor.

Este cunoscut procedeul de preparare a diagnosticumului pentru identificarea antigenului rotaviral in reactia de coaglutinare in
picdturd pe lama de sticla, prelucrand o singura data reagentul stafilococic, ce contine proteina A, cu imunoglobuline specifice timp
de 20 min [1].

Este cunoscut de asemenea procedeul de preparare a diagnosticumului pentru depistarea antigenului rotaviral in reactia de
coaglutinare in faza solida, prelucrand o singura datd reagentul stafilococic, ce contine proteina A, cu imunoglobuline specifice,
contactul fiind de 15-30 min [2].

Este cunoscut procedeul frecvent folosit la prepararea diagnosticumului pentru depistarea antigenilor bacterieni si virali (inclusiv
rotavirali) in reactia de coaglutinare prin picatura pe lama de sticla, prelucrand o singura data reagentul comercial stafilococic, ce
contine proteina A, cu imunoglobuline specifice timp de 45-75 min [3].

Dezavantajele procedeelor descrise mai sus sunt sensibilitatea si specificitatea reduse la depistarea antigenilor rotavirali in reactia
de coaglutinare, facand-o mai putin eficientd fata de metoda de referintd (analiza imunoenzimatica).

Procedeul propus inldturd dezavantajele descrise mai sus prin aceea ca pentru sensibilizarea reagentului stafilococic se foloseste
sensibilizarea multipla: divizibilitatea contactului cu imunoglobulinele specifice se mareste de cinci ori, iar timpul unui contact se
mareste pana la 5-6 ore, ceea ce face posibila conjugarea pe suprafata reagentului stafilococic a unei cantitdti mai mari de
imunoglobuline specifice.

Procedeul propus de preparare a diagnosticumului pentru depistarea antigenului rotaviral permite de a spori sensibilitatea si
specificitatea la detectia antigenilor rotavirali in reactia de coaglutinare in comparatie cu cel mai apropiat analog.

Realizarea procedeului

Reagentul comerecial stafilococic (tulpina Cowan-I) ce contine proteina A (productie a concernului "Imunoghen" NPO"Biomed")
este trecut in suspensie in 2,0 ml de apa distilata si mentinut la temperatura camerei (16-24°C) timp de 2,0%0,5 ore pentru a se umfla.
Ulterior suspensia se centrifugheaza, supranatantul se inlaturd, iar la precipitat se adauga 2,0 ml de imunoglobuline specifice. Dupa a
doua trecere in suspensie amestecul reagentului cu imunoglobuline pentru conjugare se lasd timp de 5-6 ore la temperatura de 16-
24°C, permanent agitdndu-1 cu aparatul sutel. Amestecul se centrifugheaza, supranatantul se inlatur, iar la precipitat se adauga din
nou 2,0 ml de imunoglobuline specifice. Procedura indicatd mai sus se repeta de 5 ori pentru saturarea maxima a reagentului cu
anticorpi specifici. Ulterior suspensia se spala de trei ori cu solutie fiziologica si se aduce la volumul initial (2,0 ml) cu solutie
fiziologica. Reagentul coaglutinant obtinut pentru detectia antigenului rotaviral se foloseste in reactia de coaglutinare pe lama de
sticla.

Efectuarea reactiei

Pe lama de sticla, asezatd pe o foaie de hartie neagra, se aplica separat cu ajutorul micropipetei (dozator) o picatura de material
supus investigatiei si cate o picatura de control pozitiv (antigen rotaviral) si negativ (solutie fiziologica) in volum de 20,0 ml. La
picdturile aplicate se adauga cate o picatura (20,0 ml) de diagnosticum, se amesteca lent cu ansa bacteriologica timp de 0,5-1,0 min.
Citirea rezultatelor se efectueaza pe parcursul a 0,5-2,0 min numai dupa aparitia coaglutindrii totale sau pronuntate in proba-control
(+) si lipsa acestui fenomen in proba-control (—). Aprecierea reactiei se efectueaza dupa scara de 4+:

(+ + + +) - coaglutinare totald, reactie pozitiva marcanta,

(+ + + —) - coaglutinare pronuntatd, reactie pozitiva,

(+ +—-) - coaglutinare partiala, reactie slab pozitiva;

(+ ———) - coaglutinare slab vizibila, reactie slab pozitiva;

(———-) - absenta coaglutindrii, reactie negativa.

Proba este calificata pozitiva fiind prezent antigenul rotaviral numai in cazul aprecierii coaglutinarii la scara (+ + + +) sau (+ + +
-) in prezenta controlului.

Procedeul este ilustrat de urmatorul exemplu.

Oportunitatea prelucrérii de 5 ori in dinamicd a reagentului stafilococic cu imunoglobuline specifice antivirale se bazeazd pe
datele (tab.1), ce demonstreaza ca fiecare prelucrare consecutiva sporeste considerabil cantitatea de imunoglobuline specifice
conjugate cu reagentul stafilococic.

Tabelul 1

Etapele conjugarii Concentratia anticorpilor antivirali (mg/ml)
reagentului stafilococic Fixati (M+m) Nefixati (M+m)
1 0,272 £ 0,07 1,728 £ 0,07

2 0,794 +0,10 1,206 + 0,10

3 0,943 + 0,09 1,057 £ 0,09

4 1,254 +0,16 0,746 + 0,16

5 1,567 £ 0,12 0,433 £0,12

6 1,622 + 0,09 0,378 + 0,09
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Tabelul 2
Rezultatul Reactia imunoenzimatica | Sensibi- Specificitatea | Coincidenta
Metoda aplicata investigatiilor |(RIE) "Acvapast" litatea(%) (%) (%)
pozitiv negativ
Reactia de coaglutinare
(RCOA) cu diagnosticumul | Pozitiv 50 39
propus 80,6%2,3 82,2423 81,9+2,3
Negativ 12 180
P <0,05 <0,05 <0,05
Reactia de coaglutinare
(RCOA) - analogul cel mai|Pozitiv 16 82
apropiat 72,7124 74,7123 74,6123
Negativ 6 243

Remarca: Sensibilitatea = (RCOA si RIE pozitiv/RIE pozitiv) x 100%
Specificitatea = (RCOA si RIE negativ/RIE negativ) x 100%
Coincidenta = (RCOA si RIE pozitiv) + (RCOA si RIE negativ)/(RIE pozitiv + RIE negativ) x 100%

Avantajul procedeului propus fatd de cel mai apropiat analog este confirmat de datele obtinute la detectia agentilor rotavirali in
reactia de coaglutinare efectuatd paralel cu diagnosticumul celui mai apropiat analog. In calitate de metoda de referinta s-a folosit
testul imunoenzimatic (RIE) produs de firma "Acvapast", or. Sankt-Petersburg (tab. 2). Rezultatele expuse demonstreaza ca indicele

adica nivelul probabilitdtii de incredere - P este mai mic de 0,05. Indicele specificititii procedeului propus este vadit superior celui
mai apropiat analog (74,7£4,6%) si alcatuieste 82,2+4,6% (P<0,05). De asemenea e necesar de mentionat ca rezultatele procedeului
propus coincid cu cele ale metodei de referinta (RIE) in 81,944,6% cazuri, iar cu ale celui mai apropiat analog in 74,6+4,6% (P <

0,05).

Tabelul 3

Procedeul-analogul cel mai apropiat (MacTpYyK- Prepararea diagnosticumului pentru
ous 10  TNpUMeHeHHro  cTadumiuokokkoBoro | identificarea antigenului rotaviral dupd un

peareHTa, conepkamiero Oeiok A, cyxoro, M3
CCCP, 02.04.19901.)

procedeu original

1. Rehidratarea

2,0 ml de apa distilata; Analogic

2,0+0,5 h la t°=16-24°C

2. Sensibilizarea

Imunoglobulinele  specifice +  reagentul Imunoglobulinele specifice + reagentul

stafilococic, expozitia 45-75 min la t°=16-24°C cu
agitare permanenta
Procedura se efectueaza o singura data

stafilococic, expozitia 5-6 h la t°=16-24°C cu
agitare permanenta
Procedura se repeta de 5 ori.

3. Modul de realizare

Reactia de coaglutinare pe lama de sticla | Analogic
4. Eficacitatea

Specificitatea in raport cu metoda de referinta (RIE)

74,7%4,6% (P <0,05) 82,2 +4,6%
Sensibilitatea in raport cu metoda de referinta (RIE)

72,7+4,8% (P <0,05) 80,6 +4,8%
Concordanta in raport cu metoda de referinta

74,6+4,6% (P <0,05) 81,9 +4,6%

Astfel, conform tab. 3, procedeul propus in comparatie cu metoda celui mai apropiat analog sporeste semnificativ specificitatea si
sensibilitatea diagnosticumului odatd cu majorarea divizibilitatii si duratei de sensibilizare a reagentului stafilococic cu

imunoglobulinele specifice.



