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(54) Metoda de identificare a markerului anti-Toxocara IgG in serul sangvin

(57) Rezumat:
1

Inventia se refera la medicina, si anume la
o metodd de identificare a markerului anti-
Toxocara 1gG in serul sangvin si poate fi
folosita pentru diagnosticul toxocarozei
umane.

Esenta inventiei constd in examinarea
serului sangvin in testul imunoenzimatic cu
utilizarea microplacii adsorbite cu Ag toxocara
canis si determinarea valorilor densitatii optice
a probelor prin metoda fotometrica la lungimea
de unda 450 nm, apoi se determina raportul
dintre valoarea medie a densitatii optice a
serului pacientului x 10 si valoarea medie a

2
densitatilor optice ale probelor de control
negativ, si dacd raportul este de pana la 9
NTU, se considerd ca rezultatul este negativ,
daca este mai mare de 11 NTU, rezultatul este
pozitiv, iar probele cu rezultatul de 9...11 NTU
se prelucreaza cu suspensie de caolin de 25%,
apoi se repeta testul imunoenzimatic cu
determinarea ulterioara a raportului mentionat
pentru determinarea rezultatului negativ in
cazul cand raportul este de pand la 9 NTU si
pozitiv daca este mai mare de 11 NTU.
Revendicari: 1



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

(57) Abstract:
1

The invention relates to medicine, namely
to a method for identifying anti-Toxocara IgG
marker in blood serum and can be used for
diagnosing human toxocariasis.

Summary of the invention consists in the
study of blood serum in an immunoenzyme
test using a microplate with adsorbed Ag
toxocara canis and determining the optical
density values of the samples by the
photometric method at a wavelength of 450
nm, then determining the ratio of the average
optical density of the patient’s serum x 10 and
the average optical density of the negative

2
control samples, and if the ratio is up to 9
NTU, it is considered that the result is
negative, if it is more than 11 NTU, the result
is positive, and samples with the result of
9...11 NTU are treated with 25% kaolin
suspension, then is  repeated the
immunoenzyme  test  with  subsequent
determination of the indicated ratio to
determine the negative result if the ratio is up
to 9 NTU, and positive if it is more than 11
NTU.
Claims: 1

(54) Metoa uaeHTH(uKannu Mapkepa anTH- 1 0xocara 1gG B cbIBOpoOTKe KpPOBHU

(57) Pedepar:

W3o0perenrie OTHOCHUTCS K MEIWIMHE, a
UMEHHO K METOAY HICHTH(UKAIWMU MapKepa
antu-Toxocara IgG B CBIBOPOTKE KpPOBU U
MOXET OBITh HCIIOIB30BAHO ISl JUATHOCTHKU
TOKCOKapo3a 4eJIOBeKa.

CyImmHOCT,  HM300pETEHUST  COCTOUT B
HCCIIEI0BaHUU CBIBOPOTKHU KpOBHU B
NMMYHO(EPMEHTHOM TECTE C MCHOJIb30BAHUEM
MHUKpOIUIAHIIETa C aJCOPOMPOBAaHHBIM Ag
toxocara canis u ompeneneHHEM 3HAYCHUSI
ONTUYECKOM IUIOTHOCTHU 00pa3ioB
(doTOMETpUYECKUM  METOJOM TNpH  JUIMHE
BonHel 450 HM, 3aTeM  ONpEAeNsIoT
COOTHOIIIEHUE CPEHEHN BETUUMHBI ONTUYECKON
IUIOTHOCTU CBIBOPOTKM manueHta x 10 u

2
CpeIHEW BEIUYMHBI ONTHUYECKOW ILIOTHOCTU
mpo0 C OTPUIATEITHHBIM KOHTPOJIEM, M €CIU
cooTHomeHue cocraBisger g0 9  NTU,
CUHMTACTCS YTO PE3YJAbTAT OTPHUIATEIHHBIN,
ecim  oH  Oompme 11 NTU, pesynbrar
MOJIOXKUTEIBHBIA, a MpOObI C PE3YIbTATOM
9..11 NTU  obpabGateBator  25%-o0it
CyCIICH3UCH KAOllMHA, 3aTEM IOBTOPSIOT
AMMYHO(DEPMEHTHBIH TECT C MOCICIYIOIUM
OIPE/ICIICHUEM YKAa3aHHOT'O COOTHOIICHUS JIIS
ONpPENICIICHUS.  OTPHIIATEIFHOTO — PEe3y/bTara,
ecnu cooTHomeHue cocrapiser 10 9 NTU, u
MOJIOKHUTETbHBIM, eciu 0obire 11 NTU.
I1. opmymsr: 1
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Descriere:

Inventia se refera la medicing, si anume la 0 metoda de identificare a markerului anti-Toxocara
1gG 1n serul sangvin si poate fi folosita pentru diagnosticul toxocarozei umane.

Toxocaroza umana constituie o problema medico-sociald de importantd majord cu raspandire
globala, dar totodatd ramane a fi una dintre cele mai neinteleasd invazie parazitara la om cu
complexe si diferite probleme ce tin de diagnostic, tratament si profilaxie. Este o infectie produsa
de un parazit din genul Toxocara, familia Ascarididae, contactata prin ingestia de sol contaminat
cu oud embrionate, provenite din fecalele animalului gazda. Contaminarea mediului ambiant cu
oud de toxocara si igiena defectuoasi a alimentatiei asigurd raspandirea infectiei. In cazul copiilor,
o sursd importantd de infectie o reprezinti locurile de joacd in care au acces animalele. In ultima
perioada de timp se constata o extindere continud a infectiei, inclusiv in tarile in curs de dezvoltare
economicd, astfel constituind o problemd prioritard si pentru Republica Moldova (Placinta
Gheorghe. Monografie: Toxocaroza — probleméd actuald a serviciului medical si sanitar public,
Chiginau, 2017, 240 p.)

Tratamentul toxocarozei umane ramane o chestiune controversa si nu este in general un
consens cu privire la tratamentul specific, in aceastd ordine de idei, actualmente nu exista o
metoda definitiva de a diagnostica infectia parazitara cu toxocaroza. Criteriile de vindecare cer a fi
stabilite in forme clare clinice, indicatori de imagisticd si de laborator. Strategia optimald de
management necesitd elaborarea algoritmului de diagnostic, tratament al toxocarozei aplicat in
functie de activitatea procesului pato-invaziv (Van Den Broucke S., Kanobana K., Polman K., et
al. Toxocariasis diagnosed in international travelers at the Institute of Tropical Medicine, Antwerp,
Belgium, from 2000 to 2013, in: PLoS Negl.Trop. Dis., 2015; nr. 9).

Medicina clinici contemporand devine vaditd prin utilizarea extensivd a tehnologiilor
diagnosticului de laborator de inaltd performantd, care sunt vertiginos implementate in practica
medicala (Roldan W.H., Elefant G.R., Ferreira A.W. Deglycosylation of Toxocara excretory-
secretory antigens improves the specificity of the serodiagnosis for human toxocariasis. The
Journal Parasite Immunology, November 2015, vol. 37, Issue 11, p. 557-567).

Investigatiile privind nivelul de anticorpi anti-Toxocara IgG una din componentele de bazi ale
diagnosticului clinic si realizarea prin metoda de analizd imunoenzimatica pe suport solid,
utilizand kiturile de reactivi ai companiei NovaTec (Germania). Complexul imun format din
conjugatul legat se vizualizeaza la adaugarea de tetrametilbenzidind (TMB), substrat care da un
produs de reactie albastru. Intensitatea produsului obtinut este proportionald cu cantitatea de
anticorpi specifici anti-Toxocara canis IgG in specimen. Pentru stoparea reactiei enzimatice se
utilizeaza stop-reagentul (mai frecvent acidul sulfuric). Detectia se efectueaza fotometric la
lungimea de unda 450 sau 620 nm.

Tehnologia testului imunoenzimatic exprimata prin identificarea markerului anti-Toxocara 1gG
include urmatoarele etape:

1. Formarea complexului imunologic, urmare a reactiei imunologice prin suplimentarea cu
reagenti, unde unul contine markerul enzimatic.

2. Stoparea fazei solide pentru indepartarea componentelor nespecifice.

3. Suplimentarea reactiei enzimatice prin adaugarea solutiei cromogen/substrat i stoparea
reactiei cu stop-reagent.

4. Analiza rezultatelor.

5. Evaluarea cu interpretarea rezultatelor obtinute [1].

Dezavantajele solutiei cunoscute constau in aceea, cd actualmente nu existd o metoda definitiva
de a diagnostica infectiile cu toxocara, iar sensibilitatea si specificitatea reald a testelor serologice
nu poate fi determinatd cu acuratete. Diagnosticul de laborator este si mai mult complicat de
variabilitatea raspunsului imunologic umoral, care depinde de incarcatura si localizarea infectiei.
Numeroase studii au demonstrat ca testele imunoenzimatice care folosesc un antigen excretor,
purificat din stratul larval au o sensibilitate si specificitate sporitd comparativ cu alte teste care
utilizeaza antigenul brut. In contextul celor expuse, totusi unele probe de ser examinate la prezenta
markerului anti-Toxocara IgG in testul imunoenzimatic (ELISA) demonstreaza rezultate echivoce
(invalide), urmare a prezentei in seruri a diferitor factori inhibitori nespecifici care influenteaza
rezultatele finale ale reactiei, manifestata prin reducerea specificitatii metodei.
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Problema pe care o rezolva inventia constd in elaborarea unei noi metode de investigare a
serurilor umane la prezenta markerului anti-Toxocara IgG, pentru sporirea specificitatii i
riscul de infectare cu toxocaroza. Asadar, serurile umane recoltate de la pacienti cu diagnosticul
clinic prezumptiv de toxocaroza, care in testul ELISA au demonstrat rezultate incerte (invalide) se
prelucreaza cu suspensie de caolin de 25%, pentru inlaturarea inhibitorilor nespecifici, apoi repetat
sunt examinate in ELISA.

Esenta inventiei consta In examinarea serului sangvin in testul imunoenzimatic cu utilizarea
microplacii adsorbite cu Ag toxocara canis si determinarea valorilor densitatii optice a probelor
prin metoda fotometrica la lungimea de unda 450 nm, apoi se determina raportul dintre valoarea
medie a densitatii optice a serului pacientului x 10 si valoarea medie a densitatilor optice ale
probelor de control negativ, si daca raportul este de pana la 9 NTU, se considera ca rezultatul este
negativ, daca este mai mare de 11 NTU, rezultatul este pozitiv, iar probele cu rezultatul de 9...11
NTU se prelucreaza cu suspensie de caolin de 25%, apoi se repeta testul imunoenzimatic cu
determinarea ulterioard a raportului mentionat pentru determinarea rezultatului negativ in cazul
cand raportul este de pana la 9 NTU si pozitiv daca este mai mare de 11 NTU.

Rezultatul inventiei consta in sporirea specificitatii si sensibilitatii testarii imunoenzimatice, se
efectueaza in timp redus de 3,5 ore si reducerea maximald a riscului de infectare cu toxocaroza.

Metoda propusa include 3 (trei) etape:

1. Investigarea primar a serurilor sanguine umane intru identificarea markerului anti-Toxocara
1gG prin testul imunoenzimatic ELISA.

2. ldentificarea probelor de ser sanguin care au demonstrat rezultatele incerte cu prelucrarea lor
cu solutie de caolin de 25%.

3. Investigarea repetatd a probelor de ser prelucrate cu solutie de caolin de 25% in testul
ELISA cu evaluarea si interpretarea finald a rezultatelor obtinute. in continuare detaliat se prezinti
tehnologiile de realizare, caracteristice pentru fiecare etapa.

I etapa

Procedeu manual.

Initial se monteaza numarul necesar de stripuri cu godeuri care sunt absorbite cu Ag toxocara
canis in microplaca din trusa destinata pentru realizarea ELISA conform instructiunii anexate
NovaTec, Immundiagnostica GmbH, NovaLisa Toxocara canis 1gG, Product Number TOCG0450
(96 Determinations). Ulterior in godeurile stripurilor montate se picurd reagentii §i probele
investigate cu exceptia blancului (A1), in alte 3 godeuri (B1) se picura 100 pl ser uman (control
negativ) care nu contine anti-Toxocara 1gG; C1- 100 pl, ser uman slab pozitiv la anti-Toxocara
(cut-off); D1 — 100 ul care contine ser uman cu anti-Toxocara IgG cu titru mai mare de 1000,0
Ul/mL (control pozitiv). Proba investigatd in volum de 10 pl se dilueazd in 1000 ul diluant de
proba, care contine fosfat bufer 10 mM, pH 7,2+0,2. Apoi probele diluate in volum de 100 pl se
repartizeaza in stripuri incepand cu E1. Striurile pregatite se sigileaza cu pelicula si se incubeaza
timp de o ora la temperatura de +37°C, apoi se spald in regim automat de 5 ori cu livrarea si
aspirarea a 300 pl per godeu cu solutie diluatd de fosfat, pregatita anterior (1:20), urmeaza
pipetarea a 100 pl de enzima conjugata, care contine globulina conjugata cu peroxidaza proteina A
in fiecare godeu cu exceptia Al, apoi se incubeaza timp de 30 min la temperatura de 20...25?C.
Ulterior urmeaza spalarea stripurilor n regim automat de 5 ori cu livrarea si aspirarea a 300 ul per
godeu cu solutie diluati de fosfat, pregititd anterior (1:20). in continuare se adauga cate 100 pl
Cromogen substrat, care contine 3,3; 5,5- tetrametilbenzidin TMB in fiecare godeu si se incubeaza
la temperatura de 20...25°C, timp de 15 min. Reactia se stopeaza prin addugarea a cite 100 ul de
acid sulfuric 0,2 mol/L, apoi se determina valorile densitatii optice la lungimea de unda 450 nm,
apoi se determina raportul dintre valoarea medie a densitatii optice a serului pacientului x 10 si
valoarea medie a densitatilor optice ale probelor de control negativ si, in cazul, in care raportul
este de pand la 9 NTU, se considera ca rezultatul este negativ, dacd este mai mare de 11 NTU
rezultatul este pozitiv, iar probele cu rezultatul de 9...11 NTU sunt cu rezultat incert.

Etapa Il

Include urmaétoarele proceduri tehnologice.

Absorbtia inhibitorilor nespecifici din probele umane incerte si anume cu rezultatul de
9..11 NTU, se prelucreazda cu suspensie de caolin de 25%. Prelucrarea include urmaétoarea
procedura: solutia de caolin in concentratie de 25,0% se dilueaza cu solutie fiziologica (1:5), apoi



10

15

20

25

30

MD 1390 Z 2020.06.30

5

urmeaza prelucrarea a 100 pl ser cu 400 ul de solutie fiziologica. Ulterior volume identice (1:1) de
suspensie de caolin si ser diluat se toarna intr-o eprubetd, care se incubeazd la temperatura de
18...25°C, timp de 30 min, fiind amestecate periodic. Urmeaza centrifugarea (20 min, 2500
rot/min), dupa care serul se aspira si se pastreaza la temperatura de 4 ?C.

Etapa Il

Dupa inactivare si prelucrare cu suspensie de caolin de 25% a probelor de ser incerte
(echivoce) pentru evitarea influentei inhibitorilor nespecifici, probele procesate se analizeaza
repetat in testul ELISA cu produsele trusei de diagnostic de laborator pentru infectii parazitare cu
toxocara a companiei NovaTec, Immunodiagnostica GmbH, Novalisa, Toxocara canis IgG,
Product Number : TOCG0450 (96 Determination).

Pentru argumentarea celor expuse prezentam datele obtinute (Tabel) privind investigarea a 955
seruri sangvine, recoltate de la pacientii in varstd de la 2 pand la 75 ani din diferite teritorii
administrative ale Republicii Moldova cu diagnosticul clinic prezumptiv de toxocarozd, in baza
acordului informat, prin metoda cunoscuta si metoda revendicata pentru identificarea markerului
anti-Toxacara IgG. Rezultatele obtinute demonstreaza ca prin metoda cunoscutd markerul anti-
Toxacara 1gG, utilizand testului ELISA, a fost identificat in 469 (49,1%) de probe recoltate de la
pacientii investigati. Pentru barbati acest indicator a constituit 208 (48,6%), iar pentru femei 261
(49,5%). Rezultatele negative au demonstrat absenta markerului anti-Toxacara 1gG in 439 (42,4%)
din 955 probe investigate, pentru barbati acest indicator a constituit 197 (46,0%), iar pentru femei
242 (45,9%). Este important de mentionat, ca din totalul de probe de 955 examinate cu testul
ELISA au fost identificate 47 (4,9%) rezultate incerte: 23 (5,4%) cazuri pentru barbati si 24 (4,6%)
la femei. Evaluarea comporativa a rezultatelor obtinute, demonstreaza ca nu exista o diferenta
semnificativa in indicatorii de incidentd a markerului anti-Toxacara IgG la barbati si femei, urmare
a realizarii metodei cunoscute (p<0,05).

Utilizarea metodei revendicate pentru probele incerte esential modificd rezultatele finale
privind identificarea repetatd a markerului anti-Toxocara IgG prin testul imunoenzimatic. Urmare
a utilizarii metodei propuse, ponderea probelor pozitive a raimas nemodificatd, rezultatele incerte
au disparut, iar incidenta probelor negative pentru barbati si femei a constituit respectiv 51,4% si
50,5%. Este important de mentionat existenta unei diferente semnificative privind incidenta
probelor negative la markerul anti-Toxocara IgG investigate prin metoda cunoscuta - 42,4 % si cea
revendicatdi — 50,9% (p< 0,01) (Tabel). In ansamblu datele obtinute demonstreazi ci metoda
revendicatd elimind rezultatele incerte, astfel semnificativ sporind specificitatea si sensibilitatea
testului.



Tabel

Rezultatele identificarii si evaludrii prin ELISA a marcherului anti-Toxocara IgG in serurile sanguine ale pacientilor cu diagnosticul clinic prezumptiv de

toxocarozd, obtinute prin metoda cunoscuta si cea revendicata

Pacientii  in | Nr. de probe Identificarea marcherului anti-Toxocara 1gG
dependenta de | investigate Metoda cunoscuta Metoda revendicata
sex (pacienti) Pozitiv Incert Negativ Pozitiv Incert Negativ

abs % abs % abs % abs % abs abs %
Barbati 428 208 486 +24 23 54+11 197 46,0+ 2,4 208 48,6+ 24 0 220 51,4+24
Femei 527 261 49,5+ 2,2 24 4,6+0,9 242 45,9+ 2,2 261 49,5+ 2,2 0 266 50,5+ 2,2
Total 955 469 | 49,1+1,6 47 4,9+0,6 439 42,4+ 15 469 49,1+16 |0 486 50,9 +1,6

Remarci: Pacientii examinati din toate teritoriile administrative ale Republicii Moldova au cuprins diapazonul de varsta de la 2 pana la 75 ani.
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(56) Referinte bibliografice citate in descriere:

1. Instructiunea de utilizare a testului: NovaTec, Immundiagnostica GmbH, NovaLisa, Toxocara
canis 1gG. Product Number: TOCG60450 (96 Determination), Waldstrabe 23A6 - 63128,
Dietzenbach, Germany, 25 sept. 2017, Gasit: <http://www.elisakits.co.uk/toxocara-canis-igg-
elisa-kit>

(57) Revendicari:

Metoda de identificare a markerului anti-Toxocara 1gG in serul sanguin, care include
examinarea serului sangvin in testul imunoenzimatic cu utilizarea microplacii adsorbite cu Ag
toxocara canis si determinarea valorilor densitatii optice a probelor prin metoda fotometrica la
lungimea de unda 450 nm, apoi se determina raportul dintre valoarea medie a densitatii optice a
serului pacientului x 10 si valoarea medie a densitatilor optice ale probelor de control negativ, si
dacad raportul este de pand la 9 NTU, se considera ca rezultatul este negativ, daca este mai mare de
11 NTU, rezultatul este pozitiv, iar probele cu rezultatul de 9...11 NTU se prelucreaza cu
suspensie de caolin de 25%, apoi se repeta testul imunoenzimatic cu determinarea ulterioard a
raportului mentionat pentru determinarea rezultatului negativ in cazul cand raportul este de pana la
9 NTU si pozitiv daca este mai mare de 11 NTU.

Agentia de Stat pentru Proprietatea Intelectuala
str. Andrei Doga, nr. 24, bloc 1, MD-2024, Chisinau, Republica Moldova
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