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(54) Metoda de identificare a markerului anti-HTLV-1/2 in serul sangvin uman

(57) Rezumat:
1

Inventia se refera la medicina, in special la
o metoda de identificare a markerului infectiei
hemotransmisibile, provocate de HTLV-1/2 si
poate fi utilizata pentru diagnosticul de
laborator in scop stiintific sau practic.

Esenta inventiei constda 1in efectuarea
testului  imunoenzimatic, care include
elaborarea unui martor reagent, care contine
ser negativ anti-HTLV-1/2 si unui martor
neutralizant, care contine ser pozitiv anti-
HTLV-1/2, apoi se utilizeazd un strip cu
godeuri pentru anti-HTLV-1/2, in care se
adauga reagentii: in godeul Al se adauga 100
pl de martor reagent, in godeul Bl se adauga
100 pl de martor neutralizant, in godeurile
Cl1, El si GI1 se adauga cate 40 pl de diluant
pentru proba, care contine solutie tampon
fosfat de 10%, 0,14 de ser bovin, albumina si
10 upl de ser cercetat, si cate 50 pl de martor
reagent, iar in godeurile D1, F1 si H1 se

2
adauga cate 40 ul de diluant pentru proba, care
contine solutie tampon fosfat de 10%, 0,14 de
ser bovin, albumina si 10 pl de ser cercetat, si
cate 50 ul de martor neutralizant, apoi probele
se incubeaza la temperatura de 37°C, timp de
30 min, dupa care toate godeurile se spala de 5
ori cu solutie tampon, care contine tris HCI
tampon, 0,5% Tween 20 si 0,1% Proclin mM
300 si diluat cu apa distilata in raport de 1:25,
apoi in toate godeurile, cu exceptia Al, se
adauga cate 100 pl de enzima conjugatd, care
contine imunoglobulind anti-umana IgG si
peroxidaza, dupa care se incubeaza la
temperatura de 37°C, timp de 60 min, apoi
toate godeurile repetat se spald de 5 ori cu
solutie tampon si se adaugad cate 50 pl de
cromogen, care contine solutie tampon citrat
fosfat, peroxid de hidrogen si cate 50 pl de
Substrat, care contine solutie tampon de
tetrametilbenzidinda §i  se incubeaza la




temperatura de 18...24°C, timp de 30 min,
dupa care reactia se stopeaza prin adiugarea a
cate 100 pl de acid sulfuric de 0,5 M, apoi se
determina valorile densitatii optice la lungimea
de unda de 450/620 nm si se calculeaza dupa
formula: martor reagent/martor neutralizant

pentru anti-HTLV-1/2, in cazul in care raportul
este mai mic de 2,0 se determind un rezultat
negativ, iar dacd este mai mare de 2,0 - un
rezultat pozitiv.

Revendicari: 1

(54) Method for identification of anti-HTLV-1/2 marker in human blood serum

(57) Abstract:
1

The invention relates to medicine, in
particular to a method for identifying a marker
of hemotransmissive infection caused by
HTLV-1/2 and can be used for laboratory
diagnostics for scientific or practical purposes.

Summary of the invention consists in
conducting an immunoenzyme assay, which
includes the development of a control reagent,
comprising negative anti-HTLV-1/2 serum
and a neutralizing control, comprising positive
anti-HTLV-1/2 serum, then it is used a plate
with wells for anti-HTLV -1/2, into which are
added reagents: 100 ul of control reagent is
added into well A1, 100 pl of neutralizing
control is added into well B1, 40 ul of test
diluent comprising 10% phosphate buffer
solution, 0.14 bovine serum, albumin and 10 pl
of test serum, and 50 ul of control reagent is
added into wells C1, E1 and G1, and 40 pl of
test diluent comprising 10% phosphate buffer
solution, 0.14 bovine serum, albumin and 10 pl
of test serum, and 50 pl of neutralizing control
is added into wells D1, F1 and H1, then the
samples are incubated at a temperature of
37°C, for 30 min, afterwards all wells are

2
washed 5 times with buffer solution,
comprising Tris-HCI buffer, 0.5% Tween 20
and 0.1% Proclin mM 300 and diluted with
distilled water in a ratio of 1:25, then into all
wells, except Al, is added 100 pul of
conjugated enzyme, comprising anti-human
immunoglobulin ~ 1IgG  and  peroxidase,
afterwards are incubated at a temperature of
37°C, for 60 min, then all wells are re-washed
5 times with buffer solution and is added 50 pl
of chromogen, comprising phosphate citrate
buffer solution, hydrogen peroxide and 50 pl
of substrate, comprising tetramethylbenzidine
buffer solution and are incubated at a
temperature of 18...24°C, for 30 min,
afterwards the reaction is stopped by adding
100 pl of 0.5 M sulfuric acid, then are
determined the optical density values at a
wavelength of 450/620 nm and calculated by
the formula: control reagent/neutralizing
control for anti-HTLV-1/2, if the ratio is less
than 2.0 it is determined a negative result, and
if it is more than 2.0 — a positive result.
Claims: 1



(54) MeTon unenTudukanuu mapkepa antu-HTLV-1/2 B cbIBopoTKE KPOBH

YeJI0BECKa

(57) Pedepar:

W3o0perenrie OTHOCHTCS K MEAMIMHE, B
YaCTHOCTH K METOAY HAEHTH(UKAIIMK MapKepa
TreMOTPAHCMUCCUBHOM HMH(EKINHU, BBI3BAHHOU
HTLV-1/2 u MoXeT OBITH HCIIOJIB30BAHO IS
712a00paTOPHOW TUAarHOCTUKU B HAYYHBIX HJIH
MPAaKTHYECKNX HETISIX.

CyImHOCT,  HM300pETEHUST  COCTOUT B
MPOBEACHUN  HMMMYHO(DEPMEHTHOTO  TecTa,
KOTOpBIH BKITIOYAET pa3pabOTKy KOHTPOIBHOTO
peareHTa, KOTOPBI COJIEPKUT OTPHIIATEIbHYIO
CBIBOPOTKY antu-HTLV-1/2 u
HEWTPAIN3YIONIETO0  KOHTPOJS,  KOTOPBIH
COJIEPKUT TIOJIOKUTENIFHYIO CHIBOPOTKY aHTH-
HTLV-1/2, 3areM UCHONB3YIOT IUIAHIIET C
nyHkamu Juis aHtu-HTLV-1/2, B kotopsle
JI00aBJISIFOT peareHThl: B JIyHKY Al mo0aBisior
100 MKJI KOHTPONBHOrO peareHra, B TyHKy Bl
nobasmsiror - 100 MK HEHTpaJM3YIOIIEro
koHTposst, B siyaku Cl, E1 u Gl nmobGaBnsior
nmo 40 wMxin  npobHoro  pasbaBuTeENs,
coaepkamero 10%-i  ¢ochaTtubii OydepHbIi
pactBop, 0,14 Obrubeli CHIBOPOTKH, aIbOyMHH,
n 10 M1 ucciaenyemMon celIBOpOTKH, U 10 50
MKJI KOHTPOJIBHOT'O peareHTa, a B JyHKu DI,
F1 u Hl pmoGaenstor mo 40 M1 mpoOHOTO
pasbaBuTens, CoJIep KalIero 10%-it
¢dochatuerit Oydepnsrit pactBop, 0,14 Obrubeit
CBIBODOTKH,  QJIBOYMHH, U 10 wMxxn
HCCIIelyeMON CBIBOPOTKH, W 1o 50 MKI
HEHTPaU3YIOIIEr0 KOHTPOJS, 3aTeM HPOOBI
WHKYOUpyror npu Ttemneparype 37°C, B

2
Teuenne 30 MHH, TOCIE YEro BCE JIYHKH
MIPOMBIBAIOT 5 pa3 OydepHBIM pacTBOpPOM,
conepkamum tpuc-HCI-6ydep, 0,5% Tween
20 u 0,1% Ilpokmun mM 300 u
pa30aBIIeHHBIM JUCTHLTMPOBAHHOW BOJOH MPH
cooTHomIeHUH 1:25, 3areM BO BCe JIYHKHU,
kpome Al, pmobasmstor mo 100 MKn
KOHBIOTUPOBAHHOTO (hbepMeHTa, cozepiKallero
aHTH-YeJIOBeUecCKnid nMMyHorinooymua I1gG n
MepOKCHIa3y, IOCNIe Yero WHKYOUpPYIOT IpH
temneparype 37°C, B Teuenue 60 MuH, 3aTEM
BCE JIyHKM TIOBTOPHO TIPOMBIBAIOT 5 pa3
Oy(pepHBIM pacTBOPOM H J00aBIAOT Mo S50
MKJI  XpOMOI€Ha, COJIEpXallero  [uTpar
¢docdarHbIil  OyQepHbIi pacTBOp, IEPEKHCh
Bomopoma W mo S50 MKm  cyOctpara,
coziepKallero TeTpaMeTHIOeH3U/JMHOBBIN
OydepHblii pacTBOp M HMHKYOHPYIOT IpH
temneparype 18...24°C, B teuenue 30 MmuH,
MoCJIe  Yero  peakuuio  OCTaHABIMBAIOT
nobasiaenneM mno 100 mxn 0,5 M cepHoit
KHCJIOTBI, 3aT€M  ONPENENSIOT  3HAYEHHs
OINITHYECKOM IUIOTHOCTU TIPH JUTUHE BOJIHBI
450/620 HM W paccyMTBHIBAIOT TO (opMmyIe:
KOHTPOJIbHBII peareHT/HeHTpanu3yrouui
KOHTpOJb s aHTu-HTLV-1/2, B ciyyae ecnu
COOTHOIIEHHE MeHble 2,0  OmpenenstorT
OTPUIIATENIEHBIA PE3YNBTAT, a eciiu OobIe 2,0
- ITOJIO’KUTENBHBIN pe3yIbTar.
I1. popmymsr: 1
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Descriere:

Inventia se referd la medicind, in special la o metoda de identificare a markerului infectiei
hemotransmisibile, provocate de HTLV-1/2 si poate fi utilizatd pentru diagnosticul de laborator in
sangele donatorilor de sange, transplant, contingentului medical, populatiei generale si in special la
persoanele cu risc sporit de infectare (utilizatori de droguri intravenoase, persoanele aflate la
tratament de hemodializa, medicii antrenati in manopere invazive etc.) pentru reducerea riscului de
transmitere ale acestor infectii.

Datele statistice arata ca cel putin de la cinci pana la zece milioane de persoane din intreaga
lume sunt infectate cu HTLV-1 si intre trei si cinci milioane de oameni din intreaga lume sunt
infectati cu HTLV-2. Ratele de seroprevalentd ale HTLV diferd in functie de aria geografica,
compozitia sociodemografica si riscuri individuale de comportament. La nivel mondial, ratele de
seroprevalenta HTLV-1 tind sa creasca odatd cu varsta si sunt mai mari la femei decat la barbati,
deoarece transmiterea sexuala are loc mai des de la barbati la femei decét la barbati de la femei. In
Europa, unde infectia cu HTLV-2 se intdlneste aproape exclusiv in randul utilizatorlor de droguri
intravenoase, se estimeaza aproximativ de la 20000 pana la 40000 de persoane infectate (Gessain
A., Cassar O. Epidemiological Aspects and World Distribution of HTLV-1 Infection. Front
Microbiol. No 3, 2012, p. 388; doi : 10.3389/fmicb.2012.00388. [PubMed: 23162541]).

in Brazilia, statisticile arati ci 2,5 milioane de persoane sunt infectate cu HTLV-1,
reprezentand numarul cel mai mare de indivizi din lume infectati cu acest virus (Kozlowski A.G.,
Matos M.A., Carneiro M.A., Lopes C.L., Teles S.A., Vicente C.P., Martins R.M. Seroprevalence
of HTLV in a population of HIV1-infected patients in midwestern Brazil).

Pentru depistarea agentilor cauzali ai infectiilor virale se utilizeaza diferite metode de
diagnostic, inclusiv metode serologice, care contribuie la determinarea agentului cauzal prin
reactia imunoenzimatica (ELISA), care include metoda indirecta - determina indirect prezenta Ag
in organismul uman cu folosirea anticorpilor HTLV-1/2, formati in procesul raspunsului
imunologic al organismului uman la patrunderea agentului infectios. In multe cazuri este necesar
de efectuat 2 sau mai multe metode de diagnostic, deseori se impune efectuarea repetati a
investigatiilor de laborator (A. Calancea, S. Carajia, R. Cojocaru et al. Diagnosticul de laborator al
hepatitelor virale B, C si D, instructiuni metodice, Chisinau, 2008). Investigatiile la prezenta anti-
HTLV-1/2 se efectueaza prin metoda imunoenzimaticd ELISA conform instructiunilor comerciale.

Metoda ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) este o tehnica imunoenzimatica utilizata
frecvent pentru identificarea prezentei anticorpilor in proba testatd. Metoda ELISA decurge in
cateva etape:

- formarea complexului imunochimic prin addugarea markerului enzimatic;

- spalarea fazei solide pentru indepartarea componentelor nespecifice;

- adaugarea solutiei cromogen/substrat si stoparea reactiei;

- citirea rezultatelor si interpretarea lor.

Principiul metodei de identificare cunoscute include initial blocarea totald sau partiald a
incarcaturii antigenice de pe peretii godeurilor stripului de cdtre anticorpii serului investigat cu
adaugarea in continuare a serului standardizat pentru evidentierea antigenului de pe suprafata
godeului neconjugat. Acest fenomen este evidentiat in continuare prin analiza imunoenzimatica.
Schema generald a reactiei ELISA: testarea serului uman se realizeazi in 2 godeuri. In primul
godeu se adauga serul negativ cu anticorpii markerilor infectiilor - martor reagent (MR), simultan
cu serul pacientului, in al doilea - serul pozitiv, martor neutralizant (MN), simultan cu serul
pacientului. Dupa incubarea si detectarea anticorpilor infectiilor se analizeaza rezultatele obtinute
[1].

Dezavantajele metodei cunoscute sunt: sensibilitatea si specificitatea joasd in comparatie cu
reactia de polimerizare 1n lant (PCR), analiza prin imunoblot, RIA. Confirmarea probelor initial
pozitive sau incerte la prezenta markerilor infectiilor hemotransmisibile prin imunoblot sau PCR
cere resurse financiare suplimentare. Dependenta reactiei enzimatice de factorii fizico-chimici
(temperatura, umiditatea, pH, calitatea apei, lumina si al.). Folosirea in componenta kiturilor
diagnostice ale substantelor cu efect cancerigen sau toxic. Analiza si evaluarea revistei literaturii a
demonstrat ca pe piata nu se regésesc teste comerciale pentru identificarea markerului anti-HTLV-
1/2. In legatura cu absenta testului comercial imunologic pentru identificarea markerului virusului
limfotropic uman tip 1/2 (HTLV-1/2) a fost necesar de a elabora o metoda de identificare a
probelor de ser uman pozitive si incerte la prezenta markerilor infectiilor hemotransmisibile si,
totodata pentru sporirea eficacitatii testului.
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Problema pe care o rezolva inventia consta in elaborarea metodei de identificare a markerului
infectiei hemotransmisibile (anti-HTLV-1/2) prin reactia imunoenzimaticad in scopul sporirii
eficacitatii testului prin inlaturarea inhibitorilor nespecifici in serul pacientilor si excluderea
transmiterii acestor infectii prin transfuzii de sange de la donatori.

Esenta inventiei constd in efectuarea testului imunoenzimatic, care include elaborarea unui
martor reagent, care contine ser negativ anti-HTLV-1/2 si unui martor neutralizant, care contine
ser pozitiv anti-HTLV-1/2, apoi se utilizeaza un strip cu godeuri pentru anti-HTLV-1/2, in care se
adauga reagentii: in godeul Al se adauga 100 pl de martor reagent, in godeul B1 se adauga 100 pl
de martor neutralizant, in godeurile C1, E1 si G1 se adauga cate 40 pl de diluant pentru proba,
care contine solutie tampon fosfat de 10%, 0,14 de ser bovin, albumina si 10 ul de ser cercetat, si
cate 50 pl de martor reagent, iar in godeurile D1, F1 si H1 se adauga cate 40 pl de diluant pentru
proba, care contine solutie tampon fosfat de 10%, 0,14 de ser bovin, albumina si 10 pl de ser
cercetat, si cate 50 ul de martor neutralizant, apoi probele se incubeaza la temperatura de 37°C,
timp de 30 min, dupa care toate godeurile se spala de 5 ori cu solutie tampon, care contine tris HCI
tampon, 0,5% Tween 20 si 0,1% Proclin mM 300 si diluat cu apa distilata in raport de 1:25, apoi
in toate godeurile, cu exceptia Al, se adauga cate 100 pl de enzima conjugatd, care contine
imunoglobulina anti-umana IgG si peroxidaza, dupad care se incubeazd la temperatura de 37°C,
timp de 60 min, apoi toate godeurile repetat se spald de 5 ori cu solutie tampon si se adauga cate
50 pl de cromogen, care contine solutie tampon citrat fosfat, peroxid de hidrogen si cate 50 pl de
substrat, care contine solutie tampon de tetrametilbenzidind si se incubeaza la temperatura de
18...24°C, timp de 30 min, dupd care reactia se stopeaza prin adaugarea a cate 100 pl de acid
sulfuric de 0,5 M, apoi se determind valorile densitatii optice la lungimea de unda de 450/620 nm
si se calculeaza dupad formula: martor reagent/martor neutralizant pentru anti-HTLV-1/2, in cazul
in care raportul este mai mic de 2,0 se determina un rezultat negativ, iar daca este mai mare de 2,0
- un rezultat pozitiv.

Rezultatul obtinut: metoda propusa pentru identificarea markerului anti-HTLV-1/2 a infectiilor
hemotransmisibile face posibil realizarea investigarii cu aceleasi seruri prin folosirea ambelor
tehnologii concomitent cu obtinerea rezultatelor scontate in timp de 3 ore cu economisirea surselor
financiare.

Avantajele: sensibilitatea si specificitatea inaltd in comparatie cu metoda imunoenzimatica
clasica, utilizata in calitate de cea mai apropiatd solutie, tehnologie de utilizare accesibila pentru
toate laboratoarele unitatilor sanitaro-medicale de diferite nivele de asistentd medicala, pretul
reagentilor utilizati accesibil.

Exemplu de realizare a inventiei.

Serurile pacientilor cu rezultatele incerte se testeazd la markerul infectiei hemotransmisibile
anti-HTLV-1/2. Pentru inlaturarea inhibitorilor nespecifici (rezultatele incerte) identificate in
ELISA se aplica metoda de investigare propusa.

Metoda de confirmare a markerului anti-HTLV-1/2 constd in elaborarea martorului reagent
(MR), care contine ser negativ la anti-HTLV-1/2 si martor neutralizant (MN), care contine ser
pozitiv la anti-HTLV-1/2.

Tabelul 1

| strip - anti-HTLV-1/2

Al 100 pl martor reagent

Bl 100 pl martor neutralizant

C1 40 pl diluant pentru proba+ 10 ul ser 1+
50 pl martor reagent

DI 40 pl diluant pentru proba+ 10 pl ser 1+
50 ul martor neutralizant

El 40 pl diluant pentru proba+ 10 pl ser 2+
50 pl martor reagent

F1 40 pl diluant pentru proba+ 10 pl ser 2+
50 ul martor neutralizant

Gl 40 pl diluant pentru proba+ 10 pl ser 3+
50 pl martor reagent

H1 40 pl diluant pentru proba+ 10 pl ser 3+
50 ul martor neutralizant

Schema investigatiilor la prezenta markerului infectiei hemotransmisibile anti-HTLV-1/2 este
prezentat in tabelul 1.
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Metoda de identificare a markerului anti-HTLV-1/2 1n serul sangvin uman consta in efectuarea
testului imunoenzimatic, care include elaborarea unui martor reagent, care contine ser negativ anti-
HTLV-1/2 si unui martor neutralizant, care contine ser pozitiv anti-HTLV-1/2, apoi se utilizeaza
un strip cu godeuri pentru anti-HTLV-1/2, in care se adauga reagentii: in godeul A1l se adauga 100
pl de martor reagent, in godeul B1 se adauga 100 pl de martor neutralizant, in godeurile C1, E1 si
G1 se adauga cate 40 ul de diluant pentru proba, care contine solutie tampon fosfat de 10%, 0,14
de ser bovin, albumina si 10 ul de ser cercetat, si cate 50 pl de martor reagent, iar in godeurile D1,
F1si H1 seadauga cate 40 ul de diluant pentru proba, care contine solutie tampon fosfat de 10%,
0,14 de ser bovin, albumina si 10 ul de ser cercetat, si cate 50 ul de martor neutralizant, apoi
probele se incubeaza la temperatura de 37°C, timp de 30 min, dupa care toate godeurile se spala de
5 ori cu solutie tampon, care contine tris HCI tampon, 0,5% Tween 20 si 0,1% Proclin mM 300 si
diluat cu apa distilata in raport de 1:25, apoi in toate godeurile, cu exceptia Al, se adauga cate 100
ul de enzima conjugata, care contine imunoglobulind anti-umana IgG si peroxidaza, dupa care se
incubeaza la temperatura de 37°C, timp de 60 min, apoi toate godeurile repetat se spala de 5 ori cu
solutie tampon si se adaugd cite 50 ul de cromogen, care contine solutie tampon citrat fosfat,
peroxid de hidrogen si cate 50 pl de substrat, care contine solutie tampon de tetrametilbenzidina si
se incubeazd la temperatura de 18...24°C, timp de 30 min, dupa care reactia se stopeaza prin
adaugarea a cate 100 pl de acid sulfuric de 0,5 M, apoi se determina valorile densitatii optice la
lungimea de unda de 450/620 nm si se calculeaza dupa formula: martor reagent/martor neutralizant
pentru anti-HTLV-1/2, in cazul in care raportul este mai mic de 2,0 se determina un rezultat
negativ, iar daca este mai mare de 2,0 - un rezultat pozitiv.

Rezultatele investigatiilor de laborator la prezenta infectiei hemotransmisibile de HTLV-1/2
sunt prezentate in tabelul 2.

Analiza si evaluarea ulterioara a rezultatelor investigatiilor de laborator la prezenta markerului
anti-HTLV-1/2 prin metoda cunoscuta demonstreaza prezenta acestora in 10,14+3,4% de cazuri,
probele incerte au fost depistate in 3,8+2,2%, iar cele negative — 86,1+3,9% de cazuri. Rezultatele
investigatiilor de laborator la prezenta markerului anti-HTLV-1/2 prin metoda revendicata
demonstreaza prezenta markerului anti-HTLV-1/2 in 10,1+3,4%. Ulterior prin metoda de
confirmare propusa cele 3 probe incerte s-au dovedit a fi negative. Asadar, metoda propusa de
identificare a markerului anti-HTLV1/2 demonstreazd o sporire semnificativd (pana la 100%) a
sensibilitatii i specificitatii metodei de identificare a markerului anti-HTLV-1/2, in special pentru
serurile incerte la prezenta markerului nominalizat. Metoda propusa privind investigarea
persoanelor, inclusiv cu risc sporit de infectare (donatorii de singe, pacientii hemodializati,
lucratorii medicali, utilizatorii de droguri intravenoase etc) la markerul anti-HTLV-1/2 urmare a
valorificarii In practica medicala va contribui la reducerea semnificativa a riscului de infectare cu
infectia hemotransmisibila HTLV-1/2, in special in sistemele de transfuzie a sangelui, transplant,
proceduri de hemodializa etc.

Rezultatele identificarii markerilor anti- HTLV-1/2 la utilizatorii de droguri intravenoase
Tabelul 2

Utilizatori Nr.de Rezultatele investigatiilor la prezenta markerilor infectiilor hemotransmisibile

de

droguri | probe Metoda cunoscuta Metoda revendicata

intravenoase | investigate | Pozitiv Incert Negativ Pozitiv Incert | Negativ

Total | M+m | Total | M+m | Total | M+m | Total | M+m | Total | Total

M+m

79

79 8 10,1 |3 3,8 68 86,1+ | 8 10,1+ | 0 71
+34 +2,2 3,9 3,4

89,9+
3,4
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(57) Revendicari:

Metoda de identificare a markerului anti-HTLV-1/2 in serul sangvin uman, care constd in
efectuarea testului imunoenzimatic, care include elaborarea unui martor reagent, care contine ser
negativ anti-HTLV-1/2 si unui martor neutralizant, care contine ser pozitiv anti-HTLV-1/2, apoi se
utilizeaza un strip cu godeuri pentru anti-HTLV-1/2, in care se adauga reagentii: in godeul Al se
adaugda 100 ul de martor reagent, in godeul Bl se adaugda 100 ul de martor neutralizant, n
godeurile C1, E1 si G1 se adauga cite 40 pl de diluant pentru proba, care contine solutie tampon
fosfat de 10%, 0,14 de ser bovin, albumina si 10 pl de ser cercetat, si cate 50 pl de martor reagent,
iar 1n godeurile D1, F1 si HI se adauga cate 40 ul de diluant pentru proba, care contine solutie
tampon fosfat de 10%, 0,14 de ser bovin, albumina si 10 pl de ser cercetat, si cate 50 ul de martor
neutralizant, apoi probele se incubeaza la temperatura de 37°C, timp de 30 min, dupa care toate
godeurile se spald de 5 ori cu solutie tampon, care contine tris HCI tampon, 0,5% Tween 20 si
0,1% Proclin mM 300 si diluat cu apa distilata in raport de 1:25, apoi in toate godeurile, cu
exceptia Al, se adauga cate 100 pl de enzima conjugata, care confine imunoglobulina anti-umana
IgG si peroxidaza, dupa care se incubeaza la temperatura de 37°C, timp de 60 min, apoi toate
godeurile repetat se spald de 5 ori cu solutie tampon si se adauga cate 50 pl de cromogen, care
contine solutie tampon citrat fosfat, peroxid de hidrogen si cite 50 pl de substrat, care contine
solutie tampon de tetrametilbenzidina si se incubeaza la temperatura de 18...24°C, timp de 30 min,
dupa care reactia se stopeaza prin adaugarea a cate 100 pl de acid sulfuric de 0,5 M, apoi se
determind valorile densitatii optice la lungimea de unda de 450/620 nm si se calculeazd dupa
formula: martor reagent/martor neutralizant pentru anti-HTLV-1/2, in cazul in care raportul este
mai mic de 2,0 se determina un rezultat negativ, iar dacd este mai mare de 2,0 - un rezultat
pozitiv.
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