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(54) Metoda de identificare a markerului anti-CMV 1gG in serul sangvin uman

(57) Rezumat:
1

Inventia se refera la medicina, in special la
o metoda de identificare a markerului infectiei
hemotransmisibile, provocate cu
citomegalovirus si poate fi utilizatd pentru
diagnosticul de laborator in scop stiintific sau
practic.

Esenta inventiei constda 1in efectuarea
testului  imunoenzimatic cu identificarea
markerului  anti-CMV  1gG, iar pentru
rezultatele echivoce se efectueaza testul, care
include elaborarea unui martor reagent, care
contine ser negativ anti-CMV IgG si unui
martor neutralizant, care contine ser pozitiv
anti-CMV  IgG, apoi se utilizeaza un strip cu
godeuri pentru anti-CMV IgG, 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

2
Cl1, El1 si Gl se adauga cate 50 pl de ser
cercetat diluat (100 pl de diluant de proba, care
contine tris bufer, 0,1% Proclin 300 si 5 ul ser
cercetat) si cate 50 pl de martor reagent, iar n
godeurile D1, F1 si H1 se adauga cate 50 pl de
ser cercetat diluat in raport de 1:20 si cate 50
pl de martor neutralizant, apoi probele se
incubeaza la temperatura de 37°C, timp de 30
min, dupd care toate godeurile se spala de 5 ori
cu solutie tampon, care contine tris HCI bufer,
0,5% Tween 20 si 0,1% Proclin 300 si diluat
cu apa distilata in raport de 1:25, apoi in toate
godeurile, cu exceptia Al, se adauga cate 100
pl de enzimd conjugata, care contine
imunoglobulind anti-umana IgG si peroxidaza,
dupa care se incubeaza la temperatura de 37°C,
timp de 30 min, apoi toate godeurile repetat se
spala 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 tetrametilbenzidina si se incubeaza
la temperatura de 37°C, timp de 10 min, dupa
care reactia se stopeaza prin addugarea a cate
100 ul 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-CMV IgG, in cazul in care raportul
este mai mic de 2,0 se determind un rezultat
negativ, iar daca este mai mare de 2,0 - un
rezultat pozitiv.

Revendicari: 1

(54) Method for identifying anti-CMV IgG marker in the 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
cytomegalovirus and can be used for
laboratory diagnosis for scientific or practical
purposes.

Summary of the invention consists in
carrying out the immunoenzyme test with
identification of anti-CMV IgG marker, and
for doubtful results, a test is carried out,
including the development of a control reagent,
containing negative anti-CMV 1gG serum and
a neutralizing control, containing positive anti-
CMV IgG serum, then is used a plate with
wells for anti-CMV IgG, into which reagents
are added: 100 ul of control reagent is added
into well A1, 100 pl of neutralizing control is
added into well B1, 50 ul of diluted test serum
(100 wl of sample diluent containing tris
buffer, 0.1% Procline 300 and 5 ul of test
serum) and 50 pl of control reagent is added
into wells C1, E1 and G1, and 50 ul of test
serum diluted in a ratio of 1:20 and 50 pl of
neutralizing control is added into wells D1, F1

2
and H, then the samples are incubated at 37°C,
for 30 min, after which all wells are washed 5
times with buffer solution, containing Tris-HCI
buffer, 0.5% Tween 20 and 0.1% Procline 300
and diluted with distilled water in a ratio of
1:25, then into all wells, except Al, is added
100 ul of conjugated enzyme, containing anti-
human immunoglobulin 1gG and peroxidase,
thereafter are incubated at 37°C, for 30 min,
then all wells are re-washed 5 times with
buffer solution and is added 50 pl of
chromogen, containing citrate phosphate buffer
solution, hydrogen peroxide and 50 pl of
substrate, containing tetramethylbenzidine
buffer solution and are incubated at 37°C, for
10 min, after which 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 is calculated by
the formula: control reagent/neutralizing
control for anti-CMV IgG, if the ratio is less
than 2.0 is determined a negative result, and if
greater than 2.0 - a positive result.
Claims: 1



(54) Metoa uaentudukanuu mapkepa antu-CMV 1gG B chiBopoTKe KpoBH

YeJI0BECKa

(57) Pedepar:

N3o0perenrie OTHOCHUTCSI K MEIWIIMHE, B
YaCTHOCTH K  crmocoOy  uIeHTHU(UKALIH
Mapkepa T'€MOTPAaHCMHUCCHUBHOM HH(EKINH,
BBI3BAHHOH IUTOMETaJOBUPYCOM H MOXET
OBITh  WCIONIB30BAHO I JTAOOPATOPHOM
JIMarHOCTHKM B HAy4YHBIX WIIM IPAaKTHYECKUX
LETIsX.

CymHOCT,  M300pETCHHS COCTOUT B
MIPOBEACHNH HMMYHO()EPMEHTHOIO TecTa ¢
naeHtndukanued Mapkepa anti-CMV IgG, a
JUIS COMHHTENIBHBIX pE3YyJbTaTOB MPOBOIST
TECT, KOTOPBIH  BKIIOYaeT  pa3paboTKy
KOHTPOJILHOTO pPEeareHTa, KOTOPBI COAEPKUT
OTPULIATENBHYIO CBIBOPOTKY aHTH-CMV IgG n
HEWTPAIN3YIONIETO  KOHTPOJS,  KOTOPBIH
COJIEPKUT TIOJIOKUTENIFHYIO CHIBOPOTKY aHTH-
CMV IgG, 3ateM UCHONB3YIOT IUIAHILET C
nyHkamu s antu-CMV  1gG, B KoTOpytro
JI00aBJISIFOT peareHThl: B JIyHKY Al mo0aBisior
100 MKJI KOHTPONBHOrO peareHra, B JyHKy Bl
nobasmsiror 100 MK HEHTpaJU3YIOIIETro
koHTpOist, B yHkax Cl, E1 u G1 nobGaBnsior
mo 50 MKkI pa3BeEeHHOH ucciIenyeMmoi
ceiBopoTkH (100 MK mpoOHBINA pa30aBHUTEND,
conepxariero Ttpuc-oydep, 0,1% IIpoxmux
300 u 5 MKJ MccrenyeMoi CHIBOPOTKH) M IO
50 MKJ KOHTPOJIBHOI'O peareHTa, a B JIyHKax
D1, FI u HIl pobGaBmsror 1o 50 MK
pa3BelleHHON HCCIeyeMOil CBHIBOPOTKH TIPH
coorHomeHun 1:20 mw mo 50 MK
HEHTPaU3YIONIEr0 KOHTPOJSA, 3aTeM HPOOBI

2
WHKYOupyror npu Ttemneparype 37°C, B
teuenne 30 MHH, TOCIE€ YEro BCE JIYHKH
MIPOMBIBAIOT 5 pa3 ¢ OydepHBIM pacTBOpoM,
conepskamuii Tpuc-HCI-6ydep, 0,5% Tween
20 u 0,1% IIpoxnua 300 u pa3daBIEHHBIH
JICTHUTUPOBAHHOM BOAOHM IPH COOTHOIIEHUH
1:25, 3arem BO Bce IyHKHM, Kpome Al,
no6aBisifoT o 100 MKJT KOHBIOTMPOBaHHOTO
(depMeHTa, CcopepKanuii aHTH-YEIOBEUCCKUMA
nmmyHornio0ynuH I1gG u mepokcupasy, mocie
4yero MHKyOupyroT npu temneparype 37°C, B
Teuenne 30 MHH, 3aT€M BCE JIYHKH ITOBTOPHO
NIPOMBIBAIOT 5 pa3 Oy(epHBIM pacTBOPOM H
nobasmsror  mo 50 MKI XpOMoOreHa,
coiepKaiuid uTpar ¢ocdatHeiil OydepHbIi
pacTBop, IepeKuch Boxopoaa u 1o 50 MK
cybcrpara, coepKari
TeTpaMeTHIOeH3UANHOBBIN Oydepusrii
pacTBOp M HHKYOMpPYIOT TpU TeMIeparype
37°C, B Teuenue 10 MUH, IOCNIE YETO PEAKIHIO
ocTaHaBIuBaroT jgo0asnenueM o 100 mxi 0,5
M cepHOM KHCIOTBI, 3aTeM OINPEIEIAIOT
3HAYEHMs] ONTHUYECKOW IUIOTHOCTH IPU JIJIMHE
BonmHbl 450/620 HM © pPacCYMTHIBAIOT II0
dopmyrre: KOHTPOJILHBIH
pearecHT/HeUTPATU3YIOIIUHA  KOHTPOJIb  JUIS
antu-CMV 19G, B ciydyae eciau cooTHOIIEHHE
MeHblle 2,0 ompenenstoT  OTpPULATENbHBIN
pesynpTar, a ecam  Oompme 2,0 -
TIOJIO’KUTEIBHBIN pe3yIbTar.
I1. popmymsr: 1
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Descriere:

Inventia se referd la medicind, in special la o metodda de identificare a markerului
infectiei hemotransmisibile, provocate cu citomegalovirus si poate fi utilizata pentru
diagnosticul de laborator in scop stiintific sau practic.

Se cunoaste cd infectiile hemotransmisibile este o problema majora in cazul infectarii
persoanelor din populatia generala, dar si a celor din grupurile tinta.

in studiile privind infectiile virale s-a demonstrat ca citomegalovirusul (CMV) a fost
detectat la populatie si grupele tinta in 80...100% de cazuri. Diferite studii au demonstrat ca
CMYV provoacd hepatita si fibroza hepatica, si respectiv poate semnificativ agrava evolutia
hepatitelor virale, cauzate de virusurile HVB si HVC (Bader el-Din N.G., Abd el-Meguid
M., Tabll A.A., Anany M.A., Esmat G., Zayed N., Helmy A., el-Zayady A.R., Barakat A.,
el-Awady M.K. Human cytomegalovirus infection inhibits response of chronic hepatitis-C-
virus-infected patients to interferon-based therapy. J. Gastroenterol .Hepatol., 2011, no
26(1), p.55-62).

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 - determind indirect
prezenta Ag in organismul uman cu folosirea anticorpilor CMV IgG, formati in procesul
raspunsului imunologic al organismului uman la patrunderea agentului infectios. In multe
cazuri este necesar de efectuat doud sau mai multe metode de diagnostic, deseori se impune
efectuarea repetata a investigatiilor de laborator (A. Calancea, S. Caragia, R. Cojocaru et al.
Diagnosticul de laborator al hepatitelor virale B, C si D, Instructiuni Metodice. Chisinau,
2007).

Investigatiile la prezenta anti-CMV IgG se efectueaza prin metoda imunoenzimatica
ELISA conform instructiunilor comerciale [1].

Metoda ELISA (enzyme- linked immunosorbent assay) este o tehnica imunoenzimatica
utilizata frecvent pentru detectia 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.

Dezavantajele metodei cunoscute constau in sensibilitatea si specificitatea mai joasd in
comparatie cu reactia de polimerizare in lant (PCR), analiza prin imunoblot, RIA.
Confirmarea probelor initial pozitive sau echivoce la prezenta markerilor infectiilor
hemotransmisibile prin imunoblot sau PCR cere resurse financiare suplimentare.
Dependenta reactiei enzimatice de factorii fizico-chimici (temperatura, umiditate, pH,
calitatea apei, lumina si altele). Folosirea in componenta kiturilor diagnostice a substantelor
cu efect cancerigen sau toxic.

Analiza si evaluarea revistei literaturii a demonstrat ca pe piatd nu sunt teste comerciale
pentru confirmarea markerilor anti-CMV IgG, in legaturd cu aceasta a fost necesar de a
elabora un algoritm de confirmare a probelor de ser uman pozitive si echivoce la prezenta
markerului infectiei hemotransmisibile prin reactia imunoenzimatica in scopul sporirii
eficacitatii testului, prin inlaturarea (blocarea) inhibitorilor nespecifici.

Principiul metodei de confirmare propuse include initial blocarea totala sau partiala a
incarcaturii antigenice de pe peretii godeului de cétre anticorpii serului investigat (echivoc)
cu adaugarea 1n continuare a serului standardizat pentru evidentierea antigenului de pe
suprafata godeului neconjugat. Acest fenomen este evidentiat in continuare prin analiza
imunoenzimatica. Schema generala a reactiei ELISA: testarea serului uman se realizeaza in
2 godeuri. In primul godeu se adaugi serul negativ cu anticorpii markerilor infectiilor -
martor reagent (MR), simultan cu serul pacientului, iar in al doilea - serul pozitiv, martor
neutralizant (MN) simultan cu serul pacientului. Dupa incubarea si detectarea anticorpilor
infectiilor se analizeaza rezultatele obtinute.

Problema pe care o rezolvd inventia constd in elaborarea metodei de confirmare a
markerului infectiei hemotransmisibile (anti-CMV IgG) prin reactia imunofermentativa in
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scopul sporirii eficacitatii testului prin inldturarea inhibitorilor nespecifici in serul
pacientilor si excluderea transmiterii acestor infectii prin transfuzii de sange de la donatori.

Esenta inventiei constd in efectuarea testului imunoenzimatic cu identificarea
markerului anti-CMV IgG, iar pentru rezultatele echivoce se efectueaza testul, care include
elaborarea unui martor reagent, care contine ser negativ anti-CMV IgG si unui martor
neutralizant, care contine ser pozitiv anti-CMV IgG, apoi se utilizeaza un strip cu godeuri
pentru anti-CMV IgG, in care se adauga reagentii: in godeul A1 se adauga 100 pl de martor
reagent, in godeul B1 se adauga 100 pl de martor neutralizant, in godeurile C1, E1 si G1
se adaugd cate 50 ul de ser cercetat diluat (100 ul de diluant de probd, care contine tris
bufer, 0,1% Proclin 300 si 5 pl ser cercetat) si cate 50 pl de martor reagent, iar in godeurile
DI, F1 si H1 se adaugd céte 50 pl de ser cercetat diluat in raport de 1:20 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 bufer,
0,5% Tween 20 si 0,1% Proclin 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 30 min, apoi toate godeurile repetat se spald de 5 ori cu solutie tampon si se
adauga cate 50 ul de cromogen, care contine solutie tampon citrat fosfat, peroxid de
hidrogen si cate 50 ul de substrat, care contine solutie tampon de tetrametilbenzidina si se
incubeaza la temperatura de 37°C, timp de 10 min, dupa care reactia se stopeazd prin
adaugarea a cate 100 ul de acid sulfuric de 0,5 M, apoi se determina valorile densitatii
optice la lungimea de undd de 450/620 nm si se calculeaza dupa formula: martor
reagent/martor neutralizant pentru anti-CMV IgG, in cazul in care raportul este mai mic de
2,0 se determind un rezultat negativ, iar daca este mai mare de 2,0 - un rezultat pozitiv.

Rezultatul inventiei consta in eficientizarea metodei de identificare, reducerea timpului
Cu 3 ore si economisirea surselor financiare.

Avantajele: sensibilitatea si specificitatea inaltd in comparatie cu metoda
imunofermentativa clasica, utilizatd in calitate de solutia cea mai apropiata, tehnologie de
utilizare accesibila pentru toate laboratoarele unitatilor sanitaro-medicale de diferite nivele
de asistenta medicala, pretul reagentilor utilizati este accesibil.

Exemplu de realizare a inventiei.

Initial serul pacientului se testeazd prin metoda screeningului la prezenta markerului
anti-CMV IgG, apoi probele echivoce se testeazd suplimentar la markerul infectiei
hemotransmisibile anti-CMV IgG. Pentru inldturarea inhibitorilor nespecifici (rezultatele
echivoce) identificate in reactia ELISA se aplicd metoda de investigare propusa.

Metoda de confirmare a markerului anti-CMV IgG consta in elaborarea martorului
reagent (MR), care contine ser negativ la anti-CMV IgG si martor neutralizant (MN), care
contine ser pozitiv la anti-CMV 1gG.

Tabelul |

| strip - laanti-CMV IgG
Al 100 pl martor reagent
Bl 100 pl martor neutralizant
C1 50 pl ser 1 diluat +

50 pl martor reagent
D1 50 ulser 1 diluat +

50 ul martor neutralizant
El 50 ul ser 2 diluat +

50 pl martor reagent
F1 50 ul ser 2 diluat +

50 ul martor neutralizant
Gl 50 ul ser 3 diluat +

50 pl martor reagent
H1 50 ul ser 3 diluat +

50 ul martor neutralizant

Schema investigatiilor la prezenta markerului infectiei hemotransmisibile este
prezentatd in tabelul 1.

In continuare se utilizeaza un strip cu godeuri pentru anti-CMV IgG, in care se adauga
reagentii: in godeul Al se adauga 100 ul de martor reagent, in godeul B1 se adauga 100 pl
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de martor neutralizant, in godeurile C1, E1 si G1 se adauga cate 50 pul de ser cercetat
diluat (100 pl de diluant de proba, care contine tris bufer, 0,1% Proclin 300 si 5 pl ser
cercetat) si cate 50 ul de martor reagent, iar in godeurile D1, F1 si H1 se adauga cate 50 pul
de ser cercetat diluat in raport de 1:20 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 bufer, 0,5% Tween 20 si 0,1% Proclin 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 30 min, apoi toate
godeurile repetat se spala 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 ul de substrat, care
contine solutie tampon de tetrametilbenzidina si se incubeaza la temperatura de 37°C, timp
de 10 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
calculeaza dupa formula: martor reagent/martor neutralizant pentru anti-CMV IgG, 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 sunt
prezentate in tabelul 2.

Analiza §i evaluarea ulterioard a rezultatelor investigatiilor de laborator la prezenta
markerului anti-CMV IgG prin metoda cunoscutd demonstreaza prezenta acestora in
12,2+1,3% de cazuri, probele echivoce au fost depistate in 1,9+0,5%, iar cele negative -
85,9+1,4% cazuri. Rezultatele investigatiilor de laborator la prezenta markerului anti-CMV
IgG prin metoda propusd demonstreaza prezenta markerului anti-CMV 1gG in 12,2+1,3%.
Ulterior prin metoda de confirmare propusa cele 12 probe echivoce s-au dovedit a fi
negative. Asadar, metoda propusa de identificare a markerului CMV IgG demonstreaza o
sporire semnificativa (pana la 100%) a sensibilitatii si specificitatii metodei de identificare
a markerului anti-CMV IgG, in special pentru serurile echivoce la prezenta markerului
nominalizat. Metoda propusa privind investigarea persoanelor, inclusiv cu risc sporit de
infectare (donatorii de sange, pacientii hemodializati, lucratorii medicali, utilizatorii de
droguri intravenoase etc.) la markerul anti-CMV IgG urmare a valorificarii in practica
medicala va contribui la reducerea semnificativa a riscului de infectare cu infectia
hemotransmisibila CMV, in special in sistemele de transfuzie a sangelui, transplant,
proceduri de hemodializa etc.

Rezultatele identificarii markerului anti-CMV 1gG la persoanele cu risc sporit de
infectare
Tabelul 2

Persoane
cu risc

sporit de
infectare

Total

investigati Metoda cunoscuta Metoda propusa

Rezultatele investigatiilor la prezenta markerilor infectiilor hemotransmisibile

pozitiv echivoc negativ pozitiv echivoc

negativ

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

Total

M+m

632

632

77 122413 ] 12 | 19+05| 543 | 859+14 | 77 | 12,2413 0 0

555

87,8+1,3
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(56) Referinte bibliografice citate in descriere:

1. Biovision Cytomegalovirus (CMV) 1gG ELISA Kit155 S. Milpitas Blvd., Milpitas, CA
95035 USA, 2018

(57) Revendicari:

Metoda de identificare a markerului anti-CMV IgG in serul sangvin uman, care consta
in efectuarea testului imunoenzimatic cu identificarea markerului anti-CMV IgG, iar
pentru rezultatele echivoce se efectueaza testul, care include elaborarea unui martor
reagent, care contine ser negativ anti-CMYV IgG si unui martor neutralizant, care contine ser
pozitiv anti-CMV IgG, apoi se utilizeaza un strip cu godeuri pentru anti-CMV IgG, in care
se adauga reagentii: in godeul Al se adaugda 100 pl de martor reagent, in godeul Bl se
adauga 100 pl de martor neutralizant, in godeurile C1, E1 si G1 se adauga cate 50 ul de
ser cercetat diluat (100 pl de diluant de proba, care contine tris bufer, 0,1% Proclin 300 si 5
ul ser cercetat) si cate 50 ul de martor reagent, iar in godeurile D1, F1 si HI se adauga cate
50 pl de ser cercetat diluat in raport de 1:20 si cate 50 pl 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 bufer, 0,5% Tween 20 si 0,1%
Proclin 300 si diluat cu apa distilatd in raport de 1:25, apoi in toate godeurile, cu exceptia
Al, se adaugd cate 100 ul de enzima conjugatd, care contine imunoglobulind anti-umana
IgG si peroxidaza, dupa care se incubeaza la temperatura de 37°C, timp de 30 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 tetrametilbenzidina si se incubeaza la temperatura
de 37°C, timp de 10 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 calculeaza dupa formula: martor reagent/martor neutralizant pentru anti-
CMV IgG, 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.

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