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Inventia se referd la medicing, si anume la o metoda de identificare a markerului anti-AgHE IgG in serul sangvin si
poate fi folosita pentru diagnosticul hepatitei virale E la persoanele cu risc sporit de infectare.

Hepatitele virale constituie una dintre problemele majore de sanatate publicd din cauza raspandirii globale,
endemicitatii, morbiditatii si mortalitatii crescute.

Hepatitele virale reprezintd o grupa de infectii cu raspandire largd si variatii mari in diferite regiuni. Ele depind in
mare masurd att de factorii socio-economici si starea sistemului medico-sanitar, cét si de factorii mediului extern
(apa, alimente- HVA, HVE) cu un impact socio-economic inestimabil.

Problema hepatitei virale E raméne a fi prioritard la nivel mondial, precum si pentru majoritatea tarilor europene,
inclusiv pentru Republica Moldova. Prezenta markerului anti-HVE IgG fin ser aratd infectia hepatitei virale E
suportata n trecut (Krawczynski K, Kamili S, Aggarwal R. Clinical spectrum and epidemiology of hepatitis E virus
infection. Proceedings of the 10th International Symposium on Viral Hepatitis and Liver Disease; 2000 April 9-13;
Atlanta). In premiera in Republica Moldova au fost organizate si investigate la prezenta anti-HVE IgG angajatii
intreprinderilor de procesare a carnii( Technical Guide for ELISA. Where Better Science Begins, 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). Utilizarea pe larg a metodelor noi de diagnostic, suficient de diversificate si modernizate, a schimbat
totalmente conceptul etiologic al multor maladii infectioase. Mai mult decét atit, baza tehnologicd curentd de
diagnostic permite mediului contemporan de a efectua operativ modificarile de reglare si de a elabora programe
eficiente pe termen lung. Necesitatea elaborarii, aplicarii metodelor noi de diagnostic de laborator este dictatd in
contextul mai multor probleme intru stabilirea diagnosticului in baza rezultatelor investigatiilor de laborator.

Metoda ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) este o tehnicd imunoenzimatica, utilizatd cel mai des in
imunologie pentru detectia prezentei anticorpilor in proba testatd. Tehnica ELISA este utilizata atat cu scop
diagnostic in medicina, cét si in scop stiintific si industrial pentru detectia diverselor substante (Krawczynski K,
Kamili S, Aggarwal R. Clinical spectrum and epidemiology of hepatitis E virus infection. Proceedings of the 10th
International Symposium on Viral Hepatitis and Liver Disease; 2000 April 9-13; Atlanta, Diagnosticul de laborator
al hepatitelor virale B, C si D. Instructiuni metodice, Chisinau 2008, p.79-94). Investigatiile la prezenta anti-HVE
IgG se efectueaza tehnic, prin reactii ELISA metoda inderectd — cea mai raspandita pentru determinarea anticorpilor
specifici. Faza solidd este imobilizatd cu antigen, se adauga proba testatd, dupa spalare se adauga in exces anticorpi
marcati, specifici fata de anticorpii cercetati (asa - numiti anticorpi antispecie). Metoda ELISA este bazata pe reactia
imunologicd cunoscuta ca reactie “antigen-anticorp”. Pe un suport, numit “faza solida” (microplaci din polistiren)
este absorbit un antigen cunoscut. In godeul microplicii se adauga serul cercetat. in perioada de incubare se
formeaza complexele Ag-Ac. Ulterior se introduce conjugatul — un ligand marcat cu o enzima (peroxidaza, fosfataza
alcalind).

Complexul format este identificat prin adaugarea solutiei cromogen (substrat cu producerea unei reactii
colorimetrice). Pentru stoparea reactiei enzimatice se utilizeazd “stop-reagentul” (acidul sulfuric). Dupa fiecare
etapa microplacile sunt spalate cu o solutie tampon care contine detergent pentru a facilita indepartarea proteinelor
sau anticorpilor nespecifici. Detectia se efectueaza fotometric la lungimea de unda 405, 450 sau 490 nm [1].
Dezavantajele metodei cunoscute constau in sensibilitatea joasd in comparatie cu reactiile radioimunoenzimatice, de
polimerizare in lant, imunoblot, care sunt la un pret foarte scump, reactia ELISA este dependentd de multi factori
fizico-chimici, cum sunt temperatura, pH, calitatea apei, lumina.

Problema pe care o solutioneaza metoda revendicata consta in elaborarea unei metode de identificare a markerului
anti-HVE 1gG, care sa prezinte sensibilitate si specificitate de 100% la probele neclare, la un pret accesibil in
privinta reagentilor de laborator.

Esenta inventiei consta in examinarea serului sangvin in testul imunoenzimatic cu utilizarea microplacii adsorbite cu
AQHVE si determinarea valorilor densitatii optice a probelor la lungimea de unda 450...620 nm cu identificarea
probelor de ser positive si negative la anti-AgHE IgG cu densitatea optica, respectiv mai mare de 1,000 si mai mica
de 0,100, totodata in cazul probelor cu rezultate neclare serul se prelucreaza la temperatura de 56°C, timp de 30
min, si se amestecd in volume egale cu o solutie de periodat de potasiu de 0,05 M, dupa 2 ore se adauga la amestec
solutie de 5% de glucoza in raport de 1:1, apoi se repeta testul imunoenzimatic pentru probele de ser prelucrat, diluat
in raport de 1:4 cu utilizarea probei standardizate martor reagent cu ser anti-HVE IgG negativ cu densitatea optica
mai mica de 0,100 si probei martor neutralizant cu ser anti-HVE IgG pozitiv cu densitatea optica mai mare de 1,000,
se determina valorile densitatilor optice, care se calculeazd dupd formula: densitatea opticad a probei martor
reagent/densitatea optica a probei martor neutralizant, si in caz daca raportul este mai mic de 2 proba la anti-HVE
1gG se considera negativa, iar daca este mai mare de 2 - pozitiva.

Rezultatul inventiei consta in identificarea rezultatelor neclare la anti-HVE 1gG, care sunt de o sensibilitate inalta, cu
posibilitatea de a detecta concentratia substantei dorite, incepand cu 0,05 ng/ml, utilizdnd o cantitate minima de
material pentru diagnostic cu vizualizarea rezultatului reactiei fara a fi necesar instrumentar costisitor, si reagentii de
diagnostic sunt la un pret accesibil.

Principiul metodei de identificare constd in neutralizarea anti-HVE IgG din proba testatd in ser uman. Schema
generali a reactiei ELISA: testarea serului uman se face paralel in 2 godeuri. in primul godeu se adauga serul anti-
HVE IgG negativ - control reagent (CR), simultan cu serul pacientului, in al doilea - serul anti-HVE IgG pozitiv -
neutralizant reagent (NR) simultan cu serul pacientului. Dupa incubarea si detectia anti-HVE IgG se analizeaza
rezultatele obtinute.
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Pe piata Republicii Moldova nu exista un test commercial confirmator la anti-HVE 1gG, care inlatura din ser
inhibitorii nespecifici in cazul determindrii anti-HVE 1gG neclari sau pozitivi. De aceea exista necesitatea elaborarii
unei metode de identificare a markerului anti-HVE IgG in ser la persoanele cu risc sporit de infectare.

Metoda de identificare a markerului hepatitei virale E consta in utilizarea a 2 stripuri cu godeuri. Conform instructiei
indicatiilor de utilizare a trusei diagnostice “HVE IgG” producatorul DIA. PRO, Diagnostic Bioprobes SRL
(Milano)-Italy se efectueaza urmatoarele activitati (HVE 1gG 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).

La I etapa - realizarea testului de confirmare la prezenta markerului anti-HVE IgG in ser uman prin elaborarea in
laborator a control reagentului (CR) si neutralizant reagentului (NR) si utilizarea lor in continuare in reactia ELISA
(conform fig.) prin folosirea testului comercial “HVE IgG”, Dia-Pro, Italy. Pentru aceasta au fost colectate probe de
ser uman pentru control reagent (CR) cu densitatea opticd mai mica de 0,100 anti-HVE IgG si pentru neutralizant
control (NR) cu densitatea opticd mai mare de 1,000 anti-HEV IgG, care au fost prelucrate in I etapd (calibrate si
standardizate).

La a II etapa - absorbtia inhibitorilor nespecifici in ser uman prin utilizarea preparatului periodat de potasiu cu
formula K10,. Se efectueaza tratarea serului cu periodat de potasiu. In apa distilata se prepara o solutie de periodat
de potasiu 0,05 M. In acest scop, in 1,1 ml de apa distilata se dizolva 1,15 g de periodat de potasiu prin incilzire
timp de 2...5 min intr-o baie de apad la t=70...80°C. Solutia de periodat de potasiu raméane activa timp de 6 luni la
t = 4°C. Inainte de utilizare periodatul trebuie si fie 1incalzit din nou intr-o baie de apa pentru dizolvarea
sedimentului format in acesta in timpul aflarii la frig. Inainte de tratare, serurile nediluate sunt incalzite la t=56 °C
timp de 30 min si amestecate in volume egale cu o solutie de periodat. Dupa 2 ore de contact pentru a neutraliza
activitatea periodatului de potasiu la amestec la temperatura camerei se adauga 5% solutie de glucoza in raport de
1:1 . Dupa tratament, dilutia serica constituie 1:4.

Schema generald a reactiei ELISA pentru confirmarea anti-HVE 1gG

Tabelul 1
1 2
A BLC 200 pl diluant+10 pl ser2 + 40 ul MR+50 ul DILAS
B Martor negativ (MN) 200 pl+50 pl DILAS 200 pl diluant+10 pl ser2 + 40 pl MN+50 pl DILAS
C Martor negativ (MN) 200 pl+50 pl DILAS 200 pl diluant+10 pl ser3 + 40 pl MR+50 ul DILAS
D Martor negativ (CN) 200 ul + 50 pl DILAS 200 pl diluant+10 pl ser3 + 40 pl MN+50 pl DILAS
E Martor reagent (MR) 200 pl + 50 pcl DILAS 200 pl diluant+10 pl ser4 + 40 pl MR+50 ul DILAS
F Martor neutralizant (MN) 200 pl + 50 mcl DILAS | 200 pl diluant+10 pl ser4 + 40 ul MN+50 pl DILAS
G 200 pl diluant+10 mcl serl + 40 pl MR + 50 mcl | 200 pl diluant+10 pl ser5 + 40 pl MR+50 ul DILAS
DILAS
H 200 pl diluant+10 p + 40 ul MN + 50 ul DILAS 200 pl diluant+10 mcl ser5 + 40 pl MN+50 pl
DILAS

Metoda de identificare a markerului hepatitei virale E la persoane cu risc sporit de infectare a fost elaborata in
laboratorul Agentiei Nationale pentru Sanatate Publica si 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 cu identificarea probelor de ser positive si negative la anti-AgHE 1gG, a probei
martor reagent (MR, serul negativ cu densitatea opticd mai micd de 0,100) si martor neutralizant (MN cu densitatea
optica mai mare de 1,000), sunt calibrate si standardizate in laborator, apoi la probele neclare se prelucreaza serul
uman cu periodat de potasiu. In doua stripuri cu godeuri se picurd reagentii, si anume primul strip primul godeu
(A1) raméane fara reagent si este utilizat in calitate de proba blanc, in alte trei godeuri (B1,C1,D1) se picura cate 200
pl de ser uman ce nu contine anti-HVE IgG, care sunt in calitate de probad de control negativ, in godeul (E1) se
picurd cate 200 ul de martor reagent, in F1 se picura 200 pl de martor neutralizant, in godeul sapte (G1) se picura
200 pul de DILSPE, care contine 10 mM Na-citrat tampon pH 6,0 +/-0,1; 0,5% Tween 20, 0.09% Na-azida si 0,1%
Kathon GC, apoi 10 ul de ser si 40 pl de martor reagent, in godeul opt (H1) se picurd 10 pl de ser de la persoana
investigatd si 200 ul de diluant DILSPE, care contine 10 mM Na-citrat tampon pH 6,0 +/-0,1; 0,5% Tween 20,
0,09% Na-azida si 0,1% Kathon GC si 40 pl de martor neutralizant, apoi in toate godeurile, cu exceptia probei
blanc, se pipeteaza céte 50 ul de diluant DILAS, care contine 10 mM solutie tris tampon pH 8,0 +/-0,1, care contine
0,1% Kathon GC, concomitent se pregateste al doilea strip unde se picura in toate godeurile cate 10 ul de ser de la
persoana investigata i céate 200 ul de diluant DILSPE, care contine 10 mM Na-citrat tampon pH 6,0 +/-0,1; 0,5%
Tween 20, 0,09% Na-azida si 0,1% Kathon GC, in godeul A2, C2, E2 si G2 se adauga 40 pl de martor reagent si in
B2, D2, F2 si H2 se adauga 40 ul de neutralizant reagent, apoi ambele stripuri se incubeaza la temperatura + 37°C,
timp de 45 min, dupa care toate godeurile se spala de 5 ori cu solutie tampon de spélare, care contine 10 mM fosfat
tampon pH 7,0+/-0,2; 0,05% Tween 20 si 0,1% Kathon GC diluatd cu 1:20 cu apé distilata (tab. 1), apoi in toate
godeurile, cu exceptia godeului A din primul strip, se pipeteaza cate 100 pl de enzima conjugata, care contine
globulina antispecie de iepure sau soarece si peroxidaza din hrean si se incubeaza repetat la temperatura + 37°C,
timp de 45 min. Repetat toate godeurile se spala de 5 ori cu solutie tampon de spalare, care contine 10 mM fosfat
tampon pH 7,0+/-0,2; 0,05% Tween 20 si 0,1% Kathon GC. Se picura in toate godeurile cromogen, care contine
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0,02% de peroxid de hidrogen, sol. de 4% de dimetilsulfoxid si sol. de 0,03% de tetrametilbenzidina, se incubeaza
la temperatura 18...24°C, timp de 15 min, dupd care reactia se stopeaza prin addugarea a cate 100 ul de acid sulfuric
de 0,3M, ulterior se determina valorile densitatii optice la lungimea de unda 450...620 nm, apoi se determina
valoarea dupa formula: martor reagent/martor neutralizant, in cazul in care raportul este mai mic de 2 se considera
cd rezultatul este negativ, iar daca este mai mare de 2 — pozitiv.

Conform screeningului la prezenta anti-HVE IgG in 200 seruri sangvine, care au fost recoltate de la angajatii
intreprinderilor de procesare a cirnii din raioanele Anenii Noi si Soroca, in baza acordului informat, prin cea mai
apropiatd solutie au fost identificate probe pozitive la anti-HVE IgG la 35 persoane (17,5+ 2,7%), la 5 persoane
(2,5+1,1%) rezultatele au fost nedeterminate (caz suspect), iar la 160 persoane (80,0+2,8%) rezultatele au fost
negative conform tab. 2.

Investigarea celor 5 seruri dupa metoda propusa (confirmare) prin ELISA, care au fost prelucrate cu periodat de
potasiu cu formula KlO4, a demonstrat rezultate negative. Asadar rezultate pozitive la anti-HVE IgG sunt in
17,542,7% (35 probe), rezultate negative la anti-HVE IgG sunt in 88,5+2,7% (165 probe).

Rezultatele identificarii markerului anti-HVE IgG 1in serul sangvin a angajatilor de la interprindere de procesare a
carnii din r-nul Anenii Noi si r-nul Soroca

Tabelul 2
Continaentul Identificarea markerului anti-HVE IgG
ontingentul - nir ge Metoda cunoscuta Metoda propusa
examinat cu robe Neclar
risc sporit de irr:vesti- Poz. Neg. Poz. Neclar Neg.
Infectar® | “gate [Abs [ % |Abs| % | Abs | % |Abs| % | Abs %] Abs | %
Angajatii
intreprinderii
de procesare a
carnii 5
AT | 200 | 35 17,5427 % pseLl| 160 80,028 35 1175427 0 [ 0| 165 825227
r-nul Soroca

Asadar, metoda propusd demonstreazd o eficacitate sporita de identificare a anti-HVE IgG in serul persoanelor
investigate prin ELISA cu utilizarea reagentilor elaborati in laborator (martor reagent si neutralizant reagent).
Metoda propusd contribuie la ameliorarea tehnologiilor de identificare a markerului anti-HVE IgG si are o
importanta semnificativi pentru medicind (sandtate publica), deoarece face posibila realizarea unor masuri
nespecifice de profilaxie, pentru a reduce la minim riscul de contractare a virusului hepatitei E, fiind posibil de
utilizat in stiinta si practica.



