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(57) Rezumat:
1 2
Inventia se referd la medicind, in special la glutation S-transferazd si in cazul in care valorile
hepatologie si poate fi utilizatd pentru diagnosti- respective constituie 0,49...0,55 si 0,22...0,30 se

carea hepatitelor virale cronice B si C. 5 diagnosticheazd hepatitd virald cronicd B, iar in
Conform inventiei metoda constd in aceea cd se cazul, in care valorile respective constituie

determind continutul de nitrati §i nitriti in urind si 0,61...0,65 si 0,39...0,45  se diagnosticheazi

continutul de citocrom P450 si glutation S-trans- hepatitd virald cronicd C.

feraza in sdnge, apoi se calculeaza valorile rapor- Revendiciri: 1

turilor dintre suma de nitrati si nitriti fatd de con- 10
tinutul de citocrom P450 si fatd de continutul de

(54) Method for diagnosis of chronic viral hepatites B and C



(57) Abstract:
1

The invention relates to medicine, particularly to
hepatology and can be used for diagnosis of chronic
viral hepatites B and C.

According to the invention, the method consists
in that it is determined the content of nitrates and
nitrites in the urine and the content of cytochrome
P450 and S-transferase glutathione in the blood,
then there are determined the values of ratios

10

2
between the sum of nitrates and nitrites to the content
of cytochrome P450 and to the content of S-trans-
ferase glutathione and if the corresponding values are
0.49...0.55 and 0.22...0.30 it is diagnosed the
chronic viral hepatitis B, and if the corresponding
values are 0.61...0.65 and 0.39...0.45 it is diagnosed
the chronic viral hepatitis C.
Claims: 1

(54) MeToa AMarH0CTHKU BUPYCHBIX XPOHHYECKHX TIenaTuToB B u C

(57) Pedepar:
1

H300pereHne OTHOCHTCS K MEJHIHHE, B YacT-
HOCTH K IelaTOJIOTHH U MOYKET OBITh HCIIOIB30BAHO
JUISL THATHOCTHKY BHPYCHBIX XPOHHYECKHX TelaTH-
ToB Bu C.

CoracHo n300peTeHUIO, METOM COCTOHT B TOM,
YTO OHPENEBIIOT COMCpKaHHEe HUTPATOB H HUTPH-
TOB B MOYe H coaepikaHue muroxpoma P450 u
[JIYTaTHOH S-TpaHcdepassl B KPOBH, 3aTeM OIpe-
JISIISIFOT BEJIHMYHHBI COOTHONICHHUH CyMMBI HHTPATOB

10

2

U HHTPHUTOB K COJCprkaHHIO muroxpoma P450 m x
CONCPIKAHHUIO TIIYTaTHOH S-TpaHcdepassl U B cIydae
€CIH  COOTBETCTBYIOIIHE BEIMYHHBI  COCTaBILIIOT
0,49...0,55 u 0,22...0,30 mHarHOCTHPYIOT BHPYCHBIIH
XpoHHUYEeCKHH rematuT B, a B cioydae eciuH
COOTBETCTBYIOIIHE BEJIHYHHBI COCTaBILIOT
0,61...0,65 u 0,39...0,45 IMarHOCTHPYIOT BHPYCHBIH
xponudeckui renatur C.

I1. popmymner: 1
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Descriere:

Inventia se referd la medicind, in special la hepatologie si poate fi utilizatd pentru
diagnosticarea hepatitelor virale cronice B si C.

Este cunoscutd metoda imunoenzimaticd de diagnosticare a hepatitei virale cronice C, care
constd in aceea ci se determind anticorpii fatd de complexul peptidic al virusului hepatitei C [1].

Dezavantajul acestei metode constd in aceea cd diagnosticarea hepatitei virale cronice C
necesitd mult timp, iar modalitatea de determinare permite diagnosticarea numai a hepatitei virale C.

Mai este cunoscutd metoda de diagnosticare a hepatitelor virale cronice, care constd in aceea ci
se utilizeaz3 sisteme de testare nanodiagnostice, care includ utilizarea unui biosenzor cu doud canale de
tipul ,,0glindd - rezonanta”, intr-o cuvetd cu un biosenzor, la baza céreia este plasatd o prisma, asociatd
cu un canal de unde constituit dintr-un strat cu indicele de refractie inalt §i un strat de cuart cu indicele
de refractie mic cu o grosime de ordinul a citeva sute de nanometri in functie de materialul stratului
superficial sensibil, care reprezintd concomitent si fundul cuvetei, apoi lichidul biologic cu complecsii
specifici de markeri macromoleculari hepatici se fixeazd in stratul superficial al canalului de unde
mentionat prin interactiunea anticorpilor (anti-HBs) si HBsAg (antigenul virusului hepatic B) si/sau prin
interactiunea antigenului de suprafatd al nucleocapsulei virusului hepatic C cu anticorpii acestuia, si/sau
prin hibridizarea oligonucleotidelor cu segmentele complementare ale ADN-ului virusului hepatic B,
si/sau prin hibridizarea oligonucleotidelor cu segmente complementare ale ARN-ului virusului hepatic
C, apoi se determind coeficientul de refractie a luminii al stratului superficial la hotarul canalului de
unde [2].

Dezavantajul acestei metode constd in aceea ci necesitd un echipament special sofisticat pentru
determinarea si interpretarea rezultatelor.

Mai este cunoscutd metoda de diagnosticare a hepatitelor virale cronice, care constd in aceea ci
se utilizeazd benzi imunocromatologice pentru detectarea anticorpilor fatd de antigenii virusului
hepatitei B [3].

Dezavantajul metodei cunoscute constd in aceea cd nu permite diagnosticarea altor tipuri de
hepatite.

in calitate de cea mai apropiati solutie este cunoscutid metoda de diagnosticare a hepatitelor
virale cronice prin aprecierea cantititii relative a urmatoarelor fractii: lizofosfatidilcolinei,
sfingomielinei si fosfatidilcolinei, apoi se calculeazd coeficientul spectrului fosfolipidic sangvin prin
formula FC¥SM x LFC, unde LFC este cantitatea relativi a lizofosfatidilcolinei, SM — cantitatea
relativi a sfingomielinei, FC — cantitatea relativi a fosfatidilcolinei. In cazul in care se determind valori
cuprinse intre 2...35 se diagnosticheazi hepatitd virald cronicd B, in cazul in care se determind valori
cuprinse intre 36...45 se diagnosticheazd hepatita cronica, provocatd de alcool, iar in cazul in care se
determina valori cuprinse intre 50...95 se diagnosticheaza cirozi hepatica [4].

Dezavantajele acestei metode constau in perioada indelungatd de efectuare a analizelor §i in
aceea cd este destul de costisitoare.

Problema pe care o rezolvd inventia constd in elaborarea unei metode mai putin costisitoare,
care ar permite detectarea cdt mai rapidd a hepatitelor virale cronice B si C la investigatia in masi a
populatiei si extinderea gamei de metode cunoscute.

Conform inventiei metoda constd in aceea ci se determind continutul de nitrati i nitriti in urind
si continutul de citocrom P450 si glutation S-transferazi in sdnge, apoi se calculeazi valorile
raporturilor dintre suma de nitrati si nitriti fatd de continutul de citocrom P450 si fatd de continutul de
glutation S-transferazd si in cazul in care valorile respective constituie 0,49...0,55 si 0,22...0,30 se
diagnosticheazd hepatita virald cronicd B, iar in cazul n care valorile respective constituie 0,61...0,65 si
0,39...0,45 se diagnosticheaza hepatita virald cronicd C.

Rezultatul inventiei mentionate este diagnosticarea rapidd a hepatitelor cronice virale B si C,
cercetarea detaliatd a investigatiilor ce tin de depistarea maladiei respective §i posibilitatea selectarii
unei tactici concrete de diagnostic si tratament.

Avantajul metodei revendicate permite investigarea in masi a persoanelor pentru diagnosticarea
timpurie a pacientilor cu hepatitd virald cronica intr-un interval de timp de 24 ore cu cheltuieli mai mici
de 2...3 ori fatd de solutia cea mai apropiata.

Trebuie de mentionat ca nivelul de excretie urinard a nitratilor si nitritilor reflectd sinteza NO in
organism, iar cantitatea de azot, identificat in urind (conform continutului NO2 si NO3), reflectd
adecvat cantitatea de NO sintetizat de citre organism. Cercetarea complexd a pacientilor din loturile de
studiu a relevat un continut majorat de nitrati si de nitriti in urind fatd de valorile respective la
persoanele sdndtoase, ceea ce denotd o crestere sporitd a nivelului NO la pacientii cu proces inflamator
cronic. Sursele din literatura de specialitate demonstreazd cd NO este considerat unul dintre mediatorii
principali ai inflamatiei, fiind un criteriu de prognozare a evolutiei patologiilor hepatice. Astfel, acest
raport vizeaza cantitatea de NO divizat catre citocrom P450 si cétre glutation S-transferaza.

Metoda datd a fost utilizatd in sectia de hepatologie a Spitalului Clinic Republican din mun.
Chisindu, Republica Moldova. Lotul de studiu l-au constituit 179 de pacienti cu patologie hepatica
cronicd din diferite localitéti ale republicii: 50,84% (91) - femei si 49,16% (88) barbati cu varsta medie
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de 37,7+11,5 ani, dintre care pand la 40 de ani 49,71% (89) pacienti, iar 50,28% (90) pacienti peste 40
de ani. Lotul martor a fost alcituit din 29 persoane practic sdndtoase dintre care 58,62% (17) femei si
41,38% (12) barbati cu varsta cuprinsd intre 18 si 42 de ani, fard anamnezi ereditard agravatd, in
absenta patologiei hepatice si gastrointestinale. Repartizarea bolnavilor cu HVC s-a efectuat in functie
de etiologie, faza infectiei virale, fiind estimat si gradul de activitate al procesului patologic hepatic.
Caracteristica clinicd a pacientilor s-a efectuat in baza urmatoarelor sindroame clinice: asteno-vegetativ,
dispeptic, algic si simptomele: hepatomegalie, splenomegalie, indici de hipertensiune portald. Pentru
evaluarea gradului de alterare hepatici s-a efectuat un complex de teste ce reflectd sindromul citolitic
(ALT, AST), colestatic (bilirubina totald §i conjugatd, fosfataza alcalind, colesterolul total, gama-
glutamiltranspeptidaza, hepatopriv (proteina generald, albuminele, indicele protrombinic), sindromul
imuno-inflamator (analiza generald a sangelui, nivelul de imunoglobulind IgA, IgM, IgG, CIC,
limfocitele T toate si subpopulatiile lor: Ty, Ty si Ty prin metoda randomizarii cu teofilind). In scopul
constatdrii etiologiei HVC s-au determinat markerii hepatitelor virale B si C prin metoda
imunoenzimaticd. Examinarea starii ficatului s-a completat prin efectuarea ecografiei abdominale,
gama-scintigrafiei hepatosplenice.

Studiul respectiv vizeazd determinarea nivelului de nitrati si de nitriti in urind, markerii de
detoxificare hepaticd: concentratia de citocrom P450 si glutation S-transferazd. Nivelul de nitrati §i de
nitriti in urind, de citocrom P450 si valoarea GST s-au studiat in functie de sex, varstd, durata bolii,
gradul de activitate al procesului inflamator hepatic si al infectiei virale, utilizindu-se aceleasi criterii de
divizare.

Prin urmare, in baza datelor investigatiilor efectuate, s-a constatat ca identificarea acestui raport
(nivelul de nitrati si nitriti in urind citre concentratia de citocrom P450, glutation S-transferazi permite
diagnosticarea hepatitelor virale cronice B si C. Calcularea rapoartelor mentionate s-a efectuat in cifre
absolute, iar unitdtile de mdsurd s-au calculat in Sistemul International (SI). Aceastd metoda este
neinvaziva si permite in termen scurt de a obtine o informatie exactd despre prezenta hepatitei cronice
virale la persoana investigata.

in metoda revendicati s-au utilizat urmétoarele metode de diagnosticare.

Pentru aprecierea nivelului de nitrati si nitriti in urind la pacientii cercetati s-a utilizat metoda
Griess, care constd in masurarea intensititii culorii (A,,=520 nm) a compusului diazolic format in urma
reactiei de diazotare dintre acidul sulfanilic si ioni nitriti $i cuplarea ulterioard cu a-naftilamind. Proba
analizatd (2 ml) se amestecd cu acelasi volum (2 ml) de reactiv Griess (amestec de volume egale de
solutii ale a-nattilaminei si acidului sulfanilic), se agitd si se lasa timp de 20...30 min la intuneric, dupa
aceea se masoard extinctia la lungimea de unda 520 nm fatd de solutia de comparare, reactivul Griess si
apa distilatd se ia in raport de 1:1. Concomitent a fost determinata concentratia de citocrom P450 prin
metoda de apreciere a activititii p-hidroxilazei dupd N. Orihovici, 1993. Aceastd metodd consta in
determinarea vitezei de hidroxilare a anilinei apreciate dupa cantitatea de formare a p-aminofenolului.
Aceastd reactie decurge in molecula de citocrom P450 in prezenta NaDPH si a oxigenului. P-
aminofenolul se cupleazi cu fenolul si in prezenta NaNOs formeaza complexul indofenolic de culoare
albastra. Dupa centrifugare la 3500 rotatii/min in decurs de 10 min, se iau 1,0 ml de solutie supernatanta
si se determind continutul p-aminofenolului prin intermediul suplimentdrii a 0,5 ml 10% solutie de
NaNO; si 1,5 ml 2% solutie de fenol in 0,2 solutie de NaOH. Pentru dezvoltarea culorii probele se lasa
pe baia de aburi la 37°C timp de 30 min. Densitatea opticd se misoard la lungimea de unda de 630 nm
la spectrofotometru. Marimea activittii enzimatice se calculeaza printr-un grafic de calibrare standard a
solutiei de p-aminofenol. Viteza maxima a reactiei de p-hidroxilare constituie 0,6...0,8 nmol/min la
1ml. La prelucrarea fiecarei metode componenta amestecului si timpul de incubare erau selectate in asa
fel ca sa fie realizatd dependenta liniara intre cantitatea proteinei incluse in proba si cantitatea
produsului format.

De asemenea s-a apreciat concentratia de glutation S-transferaza (GST) cu ajutorul test-
sistemelor firmei AKSIS (Germania). Acesti parametri au fost studiati in functie de etiologia hepatitelor
cronice virale.

Indicii obtinuti au fost studiati in functie de etiologia hepatitelor cronice virale B si C fatd de
lotul martor, de asemenea s-a comparat raportul nivelului de nitrati §i nitriti in urind fati de concentratia
de citocrom P450 si nivelul de GST intre loturile de pacienti cu hepatite cronice virale (tabel).

Tabel
Raportul nitratilor si nitritilor in urind catre citocrom P 450 si GST

Index Lotul martor (n=29) HVC B (n=57) HVC C (n=48)

Nitrati si  nitriti  in 0,31+0,02 0,52+0,03 0,63+0,02
urind/citocrom P450

Nitrati §i  nitriti  in 0,02+0,01 0,26+0,04 0,42+0,03
urind/GST
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Metoda datd a fost utilizatd in sectia de hepatologie a Spitalului Clinic Republican. fn studiul
respectiv, in baza unui material clinic (179 pacienti) s-au demonstrat particularitatile clinice,
sindroamele patologice de baza (citolitic, colestatic, hepatopriv, imuno-inflamator) in functie de nivelul
de nitrati si nitriti in urind. In urma acestor cercetiri a fost confirmat si demonstrat rolul esential al
nitratilor si nitritilor in mecanismul patogenic al activitatii procesului patologic hepatic si al infectiei
virale. In evolutia HVC s-au apreciat modificiri ale sintezei NO dupi continutul produsilor finali ai
metabolismului lui (nitrati i nitriti) exprimat printr-un nivel sporit al acestora comparativ cu persoanele
sdndtoase. Acest studiu vizeazi determinarea markerilor de detoxificare hepaticd: concentratia de
citocrom P450 si valorile GST (glutation S-transferazi).

Studierea enzimelor microsomale la pacientii cu HVC releva o concentratie sporitd de citocrom
P450 si diminuatd a nivelului de GST. S-a demonstrat o interconexiune directd intre nivelul de nitrati si
nitriti Tn urind, P450, GST, cu procesul inflamator hepatic. Modificdrile enzimelor microsomale
(citocromul P450 si glutation S-transferaza) reflectd dezechilibrul in sistemul antioxidant in hepatitele
virale cronice legate de functia de detoxificare hepatica si perturbarile metabolice hepatice.

Exemplul 1

Pacientul R., 28 ani, inclus in lotul martor, lucritor bancar. Anamneza ereditard neagravata,
maladii cronice absente. Datele obiective din partea sistemului respirator, cardiac, digestiv i urinar fard
particularititi. Datele biochimice reflecta starea functionald a ficatului fird abateri de la normele
fiziologice. Analiza general a sangelui Hb 140 g/L, er. 4,2?10", leuc. 4,2210°, limf. 26 %, VSH 5,0
min/ord. Analiza generald a urinei fard patologie. ALAT - 20,04 U/L, ASAT - 18,21 U/L, bilirubina
totala 18,4 umol/L, bilirubina conjugatd 3,6 umol/L, indicele protrombinic 97%, ureea sericd 4,9
umol/L. Studierea imunititii umorale s-a soldat cu urmdtoarele date: Ig A - 2,10 g/L, IgM - 1,05 g/L, Ig
G- 11,63 g/L. Imunitatea celulard s-a stabilit in limitele: limfocite Ty - 57%, limfocite Ty - 27,6%, T
- 16,6%, T - 44,7%, Biims - 22,988%, CIC - 35 UDO. Markerii virali: AgHBs - negativ, anti-HVD -
negativ, anti-HBC - negativ, anti-HVC - negativ. Pentru parametrii studiati s-au constatat urmatoarele:
nivelul de nitrati §i nitriti in urind - 3,75 g/L, studierea enzimelor microsomale reflectd concentratia de
citocrom P450 -12,07 mw/L si nivelul GST - 156,8 mm/L. Raportul sumei de nitrati si nitriti in urind
fatd de citocrom P450 este de 0,31, fatd de glutation S-transferaza este de 0,02. Deoarece rezultatele
obtinute, atat clinice, cat i biochimice, nu au depasit limitele normativelor stabilite, indicii obtinuti au
fost apreciati in calitate de norma fiziologica pentru persoanele sanitoase.

Exemplul 2

Pacientul A., 35 ani, s-a internat cu acuze la astenie fizicd, periodic greutate in rebordul costal
drept, artralgii, mialgii. Datele obiective din partea sistemului respirator, cardiac si urinar fird
particularitati, sistemul digestiv: limba umeda, saburald, prin palpare se determind o hepatomegalie
nepronuntata: ficatul proemind de sub rebord cu 2...3 cm, consistenta elasticd, marginea semirotundd,
lien nepalpabil, analizele biochimice efectuate: analiza generali a singelui Hb 147 g/L, er. 4,5x10"7,
leuc. 4,2210°, tr. 196210°, limf. 26%, VSH - 5,0 min/ora. Analiza generald a urinei fird patologie.
ALAT - 52,54 U/L, ASAT - 20,24 U/L, bilirubina totalda 18,4 umol/L, bilirubina conjugata 4,6 umol/L,
indicele protrombinic 87%, ureea sericd 4,5 umol/L. Studierea imunitdtii umorale s-a soldat cu
urmdtoarele date: I[g A - 2,33 /L, Ig M - 1,75 g/L, Ig G - 13,63 g/L. Imunitatea celulard s-a stabilit in
limitele: limfocite T\, - 47%, limfocite Ty - 26%, Tig - 10%, T - 37%. Biims - 30,88%, CIC - 25 UDO.
Markerii virali: anti-HBc - pozitiv, anti-Hbc Ig M - pozitiv - 0,300/0,259. Nivelul de nitrati si nitriti in
urind - 14,02 g/L, glutation S-transferaza - 54,0 mm/L, concentratia de citocrom P450 - 26,78 mu/L.
Raportul sumei de nitrati §i nitriti in urind fatd de citocrom P450 este de 0,52, iar fatd de glutation S-
transferaza este de 0,25, ce se incadreaza in limitele stabilite pentru HVC B (tabel) — respectiv se
diagnosticheazi hepatitd virala cronica B.

Exemplul 3

Pacientul N., 23 ani. S-a internat cu acuze la astenie fizicd, oboseald rapidd, dureri surde in
hipocondrul drept, américiune in gurd. Datele paraclinice ale sistemului respirator, cardiac i urinar fard
particularitdti patologice. La examinarea tractului digestiv se atesti hepatomegalia ficatului,
proeminand de sub rebord cu 4...5 cm, consistenta elastica, marginea semirotunda. Lien nepalpabil. Din
investigatiile biochimice efectuate: analiza generald a sngelui Hb 148 /L, er. 5,0x10'%, leuc. 4,2210°,
tr 320?10°, limf. 29%, VSH 2,0 min/ord. Analiza generald a urinei fir3 patologie. ALAT - 38 UL,
ASAT - 31 U/L, bilirubina totald 9,7 umol/L, bilirubina conjugatd 4,1 umol/L, indicele protrombinic
89%, ureea serica 6,5 umol/L. Studierea imunititii umorale s-a soldat cu urmatoarele date: Ig A - 2,54
gL, IgM - 1,40 g/L,, Ig G - 19,72 g/L. Imunitatea celulard s-a stabilit in limitele: limfocite Ty - 46%,
limfocite Tyoo - 31%, Tig - 8%, T - 38%, Biig - 32,96%, CIC - 45 UDO. Markerii virali: anti-HVC -
pozitiv, ARN-ul hepatitei virusului C - 1x10° copii/ml. Nivelul de nitrati si nitriti in urini 20,65 g/L,
glutation S-transferazd 48,90 mm/L, concentratia de citocrom P450 32,60 mu/L. Raportul sumei de
nitrati i nitriti in urind fatd de citocromul P450 este de 0,64, fata de glutation S-transferaza este de 0,42,
ce se incadreaza in limitele stabilite pentru HVC (tabel.) — respectiv se diagnosticheaza hepatita virald
cronicd C.
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Metodd de diagnosticare a hepatitelor virale cronice B si C, care constd in aceea cd se determind
continutul de nitrati i nitriti in urind si continutul de citocrom P450 si de glutation S-transferazi in
sange, apoi se calculeazd valorile raporturilor dintre suma de nitrati si nitriti fati de continutul de
citocrom P450 si fatd de continutul de glutation S-transferaza si in cazul in care valorile respective
constituie 0,49...0,55 si 0,22...0,30 se diagnosticheaza hepatitd virala cronicd B, iar in cazul, in care
valorile respective constituie 0,61...0,65 si 0,39...0,45 se diagnosticheaza hepatitd virald cronica C.
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