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(57) Rezumat:
1

Inventia se referd la medicing, si anume la
imunologie si poate fi utilizatda pentru
determinarea gradului de intoxicatie endogend
la copiii cu amigdalitd cronica.

Conform inventiei, metoda constd in aceea
céd se colecteazd sange, se separd serul sangvin
si se introduc cate 50 pl de ser in trei eprubete,
la care se adaugd cate 100 pl de solutie tampon
boric si solutie de polietilenglicol (PEG) de
2,5%, 4,2% si 8,0%, iar in a patra eprubetd de
control se introduc 50 pul de ser si 100 pl de
solutic tampon boric, apoi eprubetele se
incubeazd pentru 15 min la temperatura
camerei, dupd care se determind densitatea
opticd la lungimea de undd de 340 nm, iar
concentratia complexelor imune circulante
(CIC) 1n fiecare eprubetd se determina conform
formulei:

CIC = (DOEDS-DOEDC)? 1000,
unde:

DOEDS - densitatea opticd in eprubeta de
studiu, in UC;

2

DOEDC — densitatea optica in eprubeta de
control, in UC,
in cazul in care in eprubeta cu concentratia
PEG 2,5% CIC este mai mare de 10 UC, cu
concentratia PEG 4,2% CIC este mai mare de
40 UC si cu concentratia PEG 8,0% CIC este
mai mare de 240 UC se diagnosticheazd un
grad inalt de intoxicatie endogend, in cazul in
care in eprubeta cu concentratia PEG 2,5%
CIC este mai mic de 10 UC, cu concentratia
PEG 4,2% CIC este mai mic de 40 UC si cu
concentratia PEG 8,0% CIC este mai mic de
240 UC - un grad mediu de intoxicatie
endogend, iar in cazul in care in eprubeta cu
concentratia PEG 2,5% CIC este mai mare de
10 UC, cu concentratia PEG 4,2%, CIC este
mai mic de 40 UC si cu concentratia PEG
8,0% CIC este mai mic de 240 UC — un grad
minim de intoxicatie endogend.

Revendiciri: 1



(54) Method for determining the degree of endogenous intoxication in children

with chronic tonsillitis

(57) Abstract:
1

The invention relates to medicine,
particularly to immunology and can be used to
determine the degree of endogenous
intoxication in children with chronic tonsillitis.

According to the invention, the method
consists in that blood is taken, serum 1is
separated and are introduced 50 ul of serum
into three tubes, to which are added 100 ul of
borate buffer and 2.5%, 42% and 8.0%
polyethylene glycol (PEG) solution, and into
the fourth control tube are introduced 50 pl of
serum and 100 pl of borate buffer, then the
tubes are incubated for 15 min at room
temperature, after which is determined the
optical density at the wavelength of 340 nm,
and the concentration of circulating immune
complexes (CIC) in each tube is determined
according to the formula:

CIC = (ODTT - ODCT) x 1000,
where:
ODTT - optical density of the test tube, in
Cu;

ODCT - optical density of the control tube,
m CU,
if in the tube with the PEG concentration of
2.5% the content of CIC i1s more than 10 CU,

2
with the PEG concentration of 4.2% the
content of CIC is more than 40 CU and with
the PEG concentration of 8.0% the content of
CIC 1s more than 240 CU is diagnosed a high
degree of endogenous intoxication, if in the
tube with the PEG concentration of 2.5% the
content of CIC 1is less than 10 CU, with the
PEG concentration of 4.2% the content of CIC
is less than 40 CU, with the PEG concentration
of 8.0% the content of CIC is less than 240 CU
— an average degree of endogenous
intoxication, and if in the tube with the PEG
concentration of 2.5% the content of CIC is
more than 10 CU, with the PEG concentration
of 4.2% the content of CIC is less than 40 CU
and with the PEG concentration of 8.0% the
content of CIC is less than 240 CU - a
minimum degree of endogenous intoxication.
Claims: 1

(54) MeToa onpeneeHUs CTeNEHU YHAOTeHHOM NHTOKCUKALIUM Y IeTel ¢

XPOHUICCKHUM TOH3UJIUTOM

(57) Pegepar:
1

W300peTeHre OTHOCHTCS K ME/THITHHE, B
YaCTHOCTH K HMMYHOJIOTHH H MOXET OBITH
UCIIONIF30BAHO I ONPEJEICHUS  CTEIICHH
OHJIOTCHHOM HHTOKCHKAITHM y JIeTeH ¢
XPOHHYECKUM TOH3HJLTHTOM.

CoritacHO H300pETEHUIO, METO/L COCTOUT B
TOM, 4YTO 3a0HpPal0T KpPOBb, OTACIIIOT
CBHIBOPOTKY H BBOAT 1m0 50 pl CHIBOpPOTKH B
TPU IIPOOUPKH, B KOTOpHIE JT00aBIAIOT O 100
pl  OopatHoro  Oydepa m  pacTBOp
mommsTwieHrmukons  (II00)  2,5%, 4,2% u
8,0%, a B 4eTBEPTYIO KOHTPOIBHYIO IPOOHPKY
BBoZAT 50 Wl ceiBoporku 1 100 pl dopatHOro
Oybepa, 3arTeM NIPOOHPKH HHKYOHpYIOT 15
MHUH IIpH KOMHATHOH TeMIlepaType, IOclIe Yero
OIIPEJEIISAIOT  ONTHYECKYI0 IUIOTHOCTH IIPH
JuuHe BONHBL 340 HM, a KOHIICHTPAIUIO
IUPKYITHPYIOIUX HUMMYHHBIX  KOMIUIEKCOB
(IUK) onpemensroT coriiacHO (popMyIie:

MUK = (OIIOII — OIIKII) x 1000,
rje:

OINIOII - onruyeckas IUIOTHOCTH OIIBITHOH
mpodupku B YE;

2

OIIKII - OITHYECKAs
KOHTPOIBHOM IpoOHpKH B YE,
B CIIydae €CITH B IPOOHPKE C KOHIIEHTpaIrueH
3T 2,5% comepsxanue LIUK domee 10 YE, ¢
kortnenTparnueit [191 4,2% comepskanue LUK
oonee 40 YE u ¢ xonnenrpanuei [I3T° 8,0%
comepkarme LUK ©Oomee 240 VYVE 10
JHATHOCTHPYIOT BBICOKYIO CTEICHb
9HJIOTCHHOH HHTOKCHUKAIIMH, B CIydac CCIIH B
mpodupke ¢ komreHrpamuei 10T 2,5%
cogepkanue LUK wmenee 10 VE, ¢
kornenTpanueit 101 4,2% comepskamue LK
meree 40 YE u ¢ kounentpamueii [10I 8,0%
cogepxkanue [ITUK menee 240 VE — cpennioro
CTEICHb JHJOTCHHOH HHTOKCHKAIlMH, H B
Cloydae €CIH B IIPOOHUpPKE C KOHIIEHTpanuei
or 2,5% comepxanue LIUK 6onee 10 VE, ¢
kounenTparueit [101 4,2% comepxanue LIUK
meree 40 YE u ¢ xornentpamueit I19I" 8,0%
MeHee 240 YE nuarHocTHpyloT MUHHMAJIBHYIO
CTEIIECHb SHIOTCHHON MHTOKCHKAITHH.

I1. popmymsr: 1

INIOTHOCTD
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Descriere:

Inventia se referd la medicind, i anume la imunologie si poate fi utilizatd pentru
determinarea gradului de intoxicatie endogend la copiii cu amigdalitd cronica.

Este cunoscutd o metodd de determinare a complexelor imune circulante (CIC) prin
precipitarea lor din serul sangvin. Metoda este bazatd pe precipitarea selectivd a complexelor
antigen-anticorpi cu polictilenglicol (PEG) 3,75% cu determinarea spectrofotometricad
consecutivd a precipitatului. Pentru realizarea reactiei sunt preparate solutia nr. 1 (0,1 M de
tampon borat pH 8,4) si solutia nr. 2 (polietilenglicol in concentratie de 3,75% 1n solutia nr. 1).
Intr-o eprubetd se introduc 0,3 ml ser sangvin, se adaugd 0,6 ml de solutie nr. 1 §i se amestecd
minutios, dupa care se transferd cate 0,3 ml solutie in doud eprubete. in una dintre acestea se
adaugd 2,7 ml de solutie nr. 1 (solutia control), iar in cealaltd 2,7 ml solutie nr. 2 (solutia de
cercetare). Continutul eprubetelor se amesteca minutios si se lasa pentru 60 min la temperatura
camerei, dupd care se determind spectrofotometric densitatea optica a specimenelor la lungimea
de undd de 450 nm, utilizdnd cuve cu dimensiunile de 1x1 cm. Se calculeazd diferenta
indicatorilor de densitate opticd, rezultatul se multiplicd cu 1000 si se obtine cantitatea
complexelor imune circulante 1n unitati de densitate opticd (UDO) [1].

Dezavantajul acestei metode constd in determinarea doar a CIC cu masd moleculard mica
care sunt mai putin toxice, ceea ce poate duce la interpretarea gresitd a rezultatelor
investigationale si, drept urmare, la un diagnostic §i un tratament incorecte, totodatd pentru
investigare este necesar un volum mare de ser, acesta fiind important in investigarea copiilor.

In calitate de cea mai apropiatd solutie serveste metoda de determinare a CIC de autorii
Nemov V. si Popcova M. Esenta acestel metode constd in faptul cd suplimentar in serul sangvin
in urma centrifugarii scurte se diminueaza turbiditatea. Pentru determinarea cresterii turbiditatii
specifice In prezenta PEG cu concentratia finald de 4% si pentru determinarea CIC mari si mici
se utilizeaza spectrofotometrul cu microplansetd in regim bifazic (biundd) de bazd 340 nm si
filtrul de referintd 620 nm. Pentru realizarea reactiei se prepara:

- solutia 1 — solutie fiziologica tampon (pH 7,4); solutia 2 — solutie PEG de 8% (8,0 g PEG-
6000 + 100,0 ml solutie 1); solutia 3 — solutie PEG de 12% (12,0 g PEG-6000 + 100,0 ml solutie
D

- in godeurile unei placi standard (cu 96 godeuri) pentru investigatii imunologice se pipeteaza
cate 100 pl solutii de lucru: in toate godeurile stripului 1 — solutia 1; in toate godeurile stripului
2 — solutia 2; in toate godeurile stripului 3 — solutia 3; la necesitate se completeaza si celelalte
stripuri, urméand aceeasi consecutivitate a operatiunii de pipetare;

- utilizdnd un dozator cu 8 canale, in fiecare strip (1, 2 si 3 corespunzator) se pipeteazd cate
100 pl din serurile sangvine diluate in prealabil. Pipetarea se repetd de 3-4 ori, respectand
directia: de la solutia 1 spre solutia 3 evitand formarea bulelor de aer. Imediat se fixeaza timpul
de incubare, durata ciruia trebuie sd fie de 45 min, placa acoperindu-se §i expunandu-se pe
durata acestui interval de timp la temperatura de 18...25°C;

- se Inregistreaza datele cu ajutorul unui spectrofotometru (cu dispozitiv microplaci)
masurand densitatea optica In regimul a doud lungimi de unda: de bazd - 340 nm, filtru de
referintd - 620 nm.

in baza datelor obtinute se calculeazi nivelul CIC cu masi moleculard mare i a celor cu
masa moleculard mica conform formulei:

Mari [CIC]=(DO medie Sol. 2 — DO medie Sol.1)?1000;

Mici [CIC]=(DO medie Sol. 3 - OIT medie Sol. 1)?1000,

unde DO medie — valoarea aritmeticd medie a densitatii optice a probei [2].

Dezavantajul acestei metode constd in determinarea doar a CIC mari si mici, pe langd
aceasta valorile absolute si medii ale datelor obtinute sunt utilizate fard a tine cont de CIC cu
greutate moleculard medie si nu se face o corelatie dintre cantitatea CIC si gravitatea intoxicatiei
endogene, la fel pentru interpretarea corectd a rezultatelor investigatiilor imune este necesar de
apreciat normele fiziologice pentru CIC cu greutate moleculard micd, medie si mare. Totodatd,
printre dezavantajele metodei mentionate este i faptul cd se dubleazd investigatia, ceea ce duce
la majorarea cheltuielilor de material supus testarii (serul sangvin), precum si de reactivi.

Problema pe care o rezolvd inventia propusd constd in determinarea CIC cu greutatea
moleculard mare, medie §i micd, pe baza carora sa se determine gravitatea intoxicatiei endogene
la copiii cu amigdalitd cronicd printr-o metodd simpla si precisa in realizare.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

MD 963 Z 2016.05.31

4

Esenta inventiei constd in aceea cd s¢ colecteaza singe, se separd serul sangvin §i se introduc
cate 50 ul de ser in trei eprubete, la care se adaugd cate 100 pl de solutie tampon boric si solutie
de polietilenglicol (PEG) de 2,5%, 4,2% si 8,0%, iar 1n a patra eprubeta de control s¢ introduc 50
ul de ser si 100 pl de solutie tampon boric, apoi eprubetele se incubeaza pentru 15 min la
temperatura camerei, dupa care se determind densitatea opticd la lungimea de undd de 340 nm,
iar concentratia CIC in fiecare eprubeta se determind conform formulei:

CIC = (DOEDS-DOEDC) ? 1000,
unde:

DOEDS — densitatea optica in eprubeta de studiu, in UC;

DOEDC - densitatea optica in eprubeta de control, in UC,
in cazul in care In eprubeta cu concentratia PEG 2,5% CIC este mai mare de 10 UC, cu
concentratia PEG 4,2% CIC este mai mare de 40 UC si cu concentratia PEG 8,0% CIC este mai
mare de 240 UC se diagnosticheazd un grad inalt de intoxicatie endogend, in cazul in care in
eprubeta cu concentratia PEG 2,5% CIC este mai mic de 10 UC, cu concentratia PEG 4,2% CIC
este mai mic de 40 UC si cu concentratia PEG 8,0% CIC este mai mic de 240 UC — un grad
mediu de intoxicatie endogend, iar in cazul in care in eprubeta cu concentratia PEG 2,5% CIC
este mai mare de 10 UC, cu concentratia PEG 4,2% CIC este mai mic de 40 UC si cu
concentratia PEG 8,0% CIC este mai mic de 240 UC — un grad minim de intoxicatie endogena.

Rezultatul tehnic constd in determinarea complexelor imune circulante cu greutatea
moleculard mare, medie si micd, pe baza cdrora se determind gravitatea intoxicatiei endogene la
copiii cu amigdalitd cronica.

Metoda se realizeaza in felul urmator.

Pregatirea solutiei tampon boric 0,1M pH 8,4: pentru 250 ml se foloseste acid boric 0,8525 g
si Na tetraboric 1,07 g. Componentele se cantdresc, se adaugd in retorta chimicd, se dizolva in
apa distilatd, apoi se aduc la marcarea fixa.

Se prepara concentratiile necesare ale PEG 2,5%, 4,2% si 8,0%. Deoarece solutia PEG pe
tamponul borat nu este stabila, acesta se pregiteste ex tempore. Conform calculului, pentru o
investigatie cu concentratia 2,5% PEG s¢ dizolva 5 mg in 200 pl tampon boric, pentru o
investigatie cu concentratia 4,5% PEG se dizolvd 8,33 mg in 200 ul tampon boric, pentru o
investigatie cu concentratia 8% PEG se dizolvd 16 mg in 200 ul tampon boric. Pentru
determinarea finald a solutiilor necesare se inmultesc volumele estimate cu numdrul de
investigatii.

Drept material pentru investigare servesc esantioancle de ser sangvin uman obtinute prin
metode standard din sangele venos sau capilar. In acest scop din veni (singe venos) sau deget
(sange capilar) se preleva 0,3 ml sange si se separa serul.

Esantioanele de ser prelevate de la bolnavi se dizolvad in plansete cu fund rotund calculand
100 pl tampon boric si 50 pl ser investigat, obtindndu-se dilutia de 3 ori a serului dizolvat.

in godeurile stripului 1 se plaseazi specimenele de control, in godeurile stripului 2
specimenele de studiu cu PEG-2,5%, in godeurile stripului 3 specimenele de studiu cu PEG-
4,2%, in godeurile stripului 4 specimenele de studiu cu PEG-8,0%(vezi tab. 1).

Tabelul 1
Schema plasdrii ingredientelor necesare in plangete cu fund plat
1 2 3 4

(control) (PEG-2,5%) (PEG-4,2%) (PEG-8,0%)
Bolnav A 200 ul TB 200 ul PEG 200 pl PEG 200 pl PEG

25 ul SD3 25 ul SD3 25 ul SD3 25 ul SD3
Bolnav B 200 u1 TB 200 ul PEG 200 pl PEG 200 pl PEG

25 pl SD3 25 pl SD3 25 pl SD3 25 pl SD3
Bolnav C 200 ul TB 200 ul PEG 200 ul PEG 200 pl PEG

25 pl SD3 25 pl SD3 25 pl SD3 25 pl SD3

Nota: TB - tampon boric; SD3 - serul in 3 dilutii

Se incubeaza 15 min la temperatura camerei.
Citirea rezultatelor.

Pe reader se citesc indicatorii din fiecare godeu, notificandu-se in unitati de densitate opticd,

si se determind concentratia CIC conform formulei:
Concentratia CIC = (UDO (godeu de studiu) — UDO (godeu de control)) x 1000
Notd: UDO — unitate de densitate opticd
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Tabelul 2
Schema distributiei rezultatelor investigarii concentratiei CIC
1 2 3 4
(Control) (PEG-2,5%) | (PEG-4,2%) (PEG-8,0%)
Rezultatul bolnavului A 0,060 0,070 0,100 0,300
Rezultatul bolnavului B 0,050 0,055 0,090 0,120
Rezultatul bolnavului C 0,040 0,090 0,140 0,560

5 Exemplu de calcul al concentratiei CIC la bolnavul A:
CIC 2,5% = (0,070 — 0,060) x 1000 =10 UC;
CIC 4,2% = (0,100 — 0,060) x 1000 = 40 UC;
CIC 8,0% = (0,300 — 0,060) x 1000 = 240 UC.
Notd: UC — unitdti conventionale
10 Conform metodei revendicate mai sus, in vederea determindrii gradului de intoxicatie
endogend la copiii cu amigdalitd cronica au fost investigate 198 de persoane de diferit gen si
varsta:
Copii 1...5 ani — 31;
Copii 6...10 ani — 37,
15 Copii 11...14 ani - 21;
Copii 15...18 ani — 19;
Adulti - 90.
La toate persoanele sanitoase s-a determinat concentratia CIC cu masd moleculard micd,
medie si mare, de asemenca a fost realizata prelucrarea statistica a materialului obtinut pentru
20 determinarea indicatorilor medii pentru fiecare fractie CIC (tab. 3).
Tabelul 3
Rezultatele prelucrarii statistice a materialului obtinut
Varsta CIC cu PEG 2,5% CIC cu PEG 4,2% CIC cu PEG 8,0% CTT
M |5 [M+#25|CT1 |[M |5 |[M+25[CI2 |M |5 |M+25 |CI3
1...5 3,5 1,46 | 6,4 1,83 | 18,7 | 3,65 | 26,0 1,39 | 86 13,7 | 114 1,33 | 4,55
6...10 53 |2,72(10,7 |2,01 |239 5,38 |34,7 1,45 118 | 25,0 | 168 1,42 | 4,88
11...14 | 7,0 | 3,31 | 13,7 1,96 | 27,1 | 6,54 | 40,2 1,48 134 | 37,0 | 208 1,55 | 496
15...18 |83 |487| 18,3 |220 |32,5]6,86| 45,6 1,43 161 | 454 | 255 1,56 | 5,19
adulti 10,9 16,61 [ 242 | 2,70 | 29,2 | 13,4559 1,91 282 | 101,3 | 485 1,72 | 6,33
Nota: CT1 - coeficientul de toxicitate pentru CIC cu PEG 2,5%; CT2 - coeficientul de
toxicitate pentru CIC cu PEG 4,2%, CT3 - coeficientul de toxicitate pentru CIC cu PEG 8,0%,
25 CTT - coeficientul total al toxicitatii, M - media aritmeticd a citorva masurdri, & - eroarca
standard (eroarea patratica medie) a unei singure masurari, M+26 - intervalul care include 95,5%
din totatalitatea grupului de varsta.
De asemenea, pentru fiecare grupa de varstd s-a determinat coeficientul de toxicitate (CT),
30 care reprezintd o valoare relativa, pentru fiecare fractie PEG, CT1 pentru 2,5%, CT2 pentru PEG
4,2% si CT3 pentru PEG 8,0%, dar si pentru fiecare grupa de varsta conform formulei:
CT = M+25 (grupului de varsta) / M (grupului de varstd), unde
M+25 — intervalul care include 95,5% din totalitatea grupului de varsta;
35 M — media aritmeticd a catorva masurari.
De asemenea, pentru fiecare grup de varstd s-a determinat coeficientul total al toxicitdtii
(CTT), care reprezintd suma celor 3 coeficienti, obtinuti la determinarea celor 3 fractii CIC
(CT1+CT2+CT3), expus in tab. 3.
40 Avantajele inventiei revendicate constau:
- in reducerea timpului de incubare la 15 min fata de 45 min si a volumului de ser pentru
testare la 25 pl fatd de 100 pl in solutia cea mai apropiata.
- la utilizarea metodei propuse, in cadrul céreia se utilizeaza trei concentratii ale PEG (2,5%,
4,2% si 8,0%), numarul total al indicatorilor cu valoare de diagnostic a crescut la 31,0% din
45 copiii bolnavi de amigdalitd cronicd compensata, la 84,6% din copiii bolnavi de amigdalita
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cronica decompensatd si 100,0% din copiii cu patologii asociate (amigdalitd cronica
decompensatd cu patologie reumatoidd), fapt ce demonsteaza cd@ utilizarea mai multor
concentratii optimizate ale PEG permite identificarea unui numéar mai mare de indicatori cu
valoare de diagnostic in stadiul precoce al bolii §i, respectiv, face posibild initierea oportund a
unui tratament adecvat. Important este faptul cd utilizind metoda propusd este posibild
identificarea bolnavilor cu intoxicatie endogend foarte inaltd: 13,8% din copiii bolnavi de
amigdalitd cronica compensatd, 46,2% din copiii bolnavi de amigdalita cronicd decompensata si
69,3% din copiii cu patologii asociate (amigdalitdi cronicd decompensatd cu patologie
reumatoidd), ceea ce nu a fost posibil la aplicarea solutiei apropiate (tab. 4);

Tabelul 4
Eficacitatea comparativa a diferitor metode de determinare a intoxicatiilor endogene la copiii
cu
cu diferite forme ale amigdalitei cronice
CIC CIC .. | IE cu | Total
pozitiv pozitiv CIC pozitiv expresivi-
For.ma ... | n | pentru pentru peptfu MM tate foarte
amigdalitei .| mica
MM mare | MM medie (abs/%) mare
(abs/%) (abs/%) ¢ (abs/%)
Solutia ACC 29 3/10,3 3/10,3
apropiata
ACD 39 4/10,3 4/10,3
ACD+PR 39 17/43,6 17/43,6
Cea  mai | ACC 29 3/10,3 4/13,8 5/17,2
apropiata
solutie
ACD 39 4/10,3 22 /56,4 23/58,9
ACD+PR 39 17/43,6 31/79,5 35/89,7
Metoda ACC 29 | 3/10,3 3/10,3 71241 4/13,8 9/31,0
revendicatd
ACD 39 110/256 |4/103 31/79,5 18/46,2 | 33/84,6
ACD+PR 39 113/333 [ 17/43,6 39/100,0 |27/693 |39/100,0

Notd: ACC - amigdalita cronicd compensatd; ACD - amigdalitd cronicd decompensats;
ACD+PR - amigdalitd cronicd decompensatd cu patologie reumatoidd, IE - intoxicatie endogend,
MM — masa moleculara.

Analiza comparativa a eficacitatii diferitor metode de determinare a intoxicatiei endogene la
copiii cu diferite forme de amigdalitd cronica aratd ca aplicarea solutiei apropiate [I'puneBud
I0.A., AndepoB A.H. OmnpemencHue HUMMYHHBIX KOMIUIEKCOB B KPOBH OHKOIOTHYECKIX
OonpHEIX. // JlabopaTopHOE Je10, 1981, Ne8, p. 493-496] a permis la utilizarea concentratiei PEG
3,75% determinarea indicatorilor cu valoare de diagnostic la 10,3% din copiii bolnavi de
amigdalitd cronica compensatd, la un numar identic de copii bolnavi de amigdalitd cronica
decompensata si la 43,6% din copiii cu patologii asociate (amigdalitd cronicd decompensata cu
patologie reumatoidd).

La realizarea celei mai apropiate solutii [Hemos B. B., ITonkosa M. 1. Crioco0 ompeeneHus
MUPKYITUPYIONIHX UMMYHHBIX KOMIDIEKCOB - RU 2415430], in cadrul careia se utilizeazd doud
concentratii PEG (4,0% si 6,0%) numarul bolnavilor, avand rezultatele indicatorilor cu valoare
de diagnostic 1a PEG 4,0%, a fost identic cu cel de la folosirea metodei 1, deoarece concentratiile
PEG 4,0% si 3,75% sunt practic similare. insi la utilizarea concentratiei PEG 6,0%, a fost
posibild identificarea suplimentard a indicatorilor cu valoare de diagnostic la 13,8% din copiii
bolnavi de amigdalitd cronicd compensata, la 56,4% din copiii bolnavi cu amigdalitd cronicd
decompensata si la 79,5% din copiii cu patologii asociate (amigdalitd cronicd decompensatd cu
patologie reumatoidd). La calculul concomitent al celor doud concentratii de PEG (4,0% si
6,0%), numdrul total al indicatorilor cu valoare de diagnostic s-a majorat pand la 17,2% din
copiii bolnavi de amigdalitd cronicd compensatd, pand la 58,9% din copiii cu amigdalitd cronicd
decompensata si pand la 89,7% din copiii cu patologii asociate (amigdalitd cronicd decompensatd
cu patologie reumatoida).

La aplicarea metodei revendicate, in cadrul céreia s-a utilizat PEG 4,2%, a fost identificat
aproape acelasi numar de indicatori cu valoare de diagnostic in toate grupurile de bolnavi




10

15

20

25

30

35

40

45

MD 963 Z 2016.05.31

analizati comparativ cu concentratiile PEG 3,75%, 4,0% si 4,2%. ins3, concentratia PEG 8,0% a
permis identificarea unui numar mai mare de indicatori cu valoare de diagnostic, comparativ cu
concentratia PEG de 6,0% (corespunzétor grupurilor de bolnavi analizati 24,1%, 79,5%, 100,0%
si 13,8%, 56,4% 79,5%). Totodata, la aplicarea metodei propuse au fost identificati indicatori cu
valoare de diagnostic la utilizarea concentratiei PEG de 2,5% la 10,3% din copiii bolnavi de
amigdalitd cronica compensatd, la 25,6% din copiii bolnavi de amigdalitd cronicd decompensata
si la 33,3% din copiil cu patologie asociatd (amigdalitd cronicd decompensatd cu patologie
reumatoida).

La aplicarea metodei revendicate, in cadrul careia se utilizeaza trei concentratii ale PEG
(2,5%, 4,2% si 8,0%), numarul total al indicatorilor cu valoare de diagnostic a crescut la 31,0%
din copiii bolnavi de amigdalita cronica compensatd, la 84,6% din copiii bolnavi de amigdalitd
cronicd decompensatd si la 100,0% din copiii cu patologii asociate (amigdalitd cronicd
decompensatd cu patologie reumatoidd), fapt ce demonsteazd cd utilizarea mai multor
concentratii optimizate ale PEG permite identificarea unui numér mai mare de indicatori cu
valoare de diagnostic in stadiul precoce al bolii, respectiv asigurd initierea oportund a unui
tratament adecvat. Important este faptul cé utilizand metoda propusa este posibila identificarea
bolnavilor cu intoxicatie endogend foarte 1nalta: 13,8% din copiii bolnavi de amigdalita cronicd
compensatd, 46,2% din copiii bolnavi de amigdalitd cronica decompensata si 69,3% din copiii cu
patologii asociate (amigdalitd cronicd decompensatd cu patologie reumatoidd), ceea ce nu a fost
posibil la aplicarea solutiei apropiate si a celei mai apropiate solutii.

Au fost investigati 198 donatori de diferite varste si gen (grupul 1) si 107 copii de diferite
varste si gen, dintre care 29 cu amigdalitd cronicd compensatd (grupul 2), 39 cu amigdalitd
cronica decompensatd (grupul 3) si 39 cu amigdalitd cronicd decompensatd complicatd cu
patologie reumatoida (grupul 4).

Concentratia CIC (tab. 3) cu masd moleculard mare (PEG 2,5%), care manifesta toxicitate
micd, a fost la acelasi nivel ca si la cei sanétosi la bolnavii din grupul 2, iar la bolnavii din grupul
3 514 a fost semnificativ mai mare comparativ cu cei sandtosi (p<0,001 in ambele cazuri).

Concentratia CIC cu masa moleculard medie (PEG 4,2%), care manifestd toxicitate medie, a
fost la acelasi nivel ca si la cei sandtosi la bolnavii grupului 2, iar la bolnavii grupului 3 si 4 a
fost semnificativ mai mare comparativ cu cei sanatosi (p<0,05 si corespunzator p<0,001). Cea
mai micd concentratie a CIC a fost la bolnavii din grupul 2, mai mare, insd nesemnificativ
comparativ cu grupul 2, a fost la bolnavii din grupul 3 si semnificativ mai mare comparativ cu
grupul 2 si 3 s-a constatat la grupul 4 (p<0,001 in ambele cazuri).

Concentratia complexelor imune circulante cu masd moleculard micd (PEG 8%), care
manifestd toxicitate Inaltd, a fost semnficativ mai inaltd decat la cei sanatosi la toti bolnavii
grupurilor 2, 3 si 4 (p<0,001 corespunzator). Cea mai micd concentratic a CIC a fost la bolnavii
din grupul 2, mai mare statistic comparativ cu grupul 2 a fost la bolnavii din grupul 3 (p<0,001)
si semnificativ mai inalt la bolnavii din grupul 4 comparativ cu bolnavii grupurilor 2 si 3
(p<0,001 in ambele cazuri).

Astfel, s-a demonstrat cd la bolnavii mai severi (grupurile 3 si 4) s-a apreciat majorarea
concentratiei complexelor imune circulante in cele 3 fractii, fapt ce marturiseste o intoxicatie mai
severd la acesti bolnavi.

Concentratia CIC cu masa moleculard medie (PEG 4,2%) si valorile CTT (coeficientul total
de toxicitate) s-au modificat in paralel, adicd s-au apreciat diferente semnificative intre grupurile
2 514 (p<0,001) si grupurile 3 si 4 (p<0,001).

Tabelul 5
Indicatorii (M+m) investigatiilor copiilor cu diferite forme de amigdalitd cronicd

Indicatori

Sanatosi

Amigdalitd
cronicd
compensata

Amigdalitd
cronicd
decompensatd

Amigdalita
cronicd
decompensata cu
reumopatologie

1

2

3

4

CIC-2,5%

ucC

6,3+0,33

8,0£1,0800

18,3+1,420

27,4+1,030e

CIC-4,2%

ucC

27,3+2,69

31,643,130

36,042,430

58,4+1,610e

CIC-8,0%

ucC

121432

190+17,8000

408+25,20

559£16,30e

CTT

uC

2,82+0,27600

5,040,298

5,77+0,153e

o —diferenta semnificativa Intre sanétosi si bolnavi

o — diferentd semnificativa intre grupurile de bolnavi 2 si 3
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¢ — diferentd semnificativa intre grupurile de bolnavi 2 si 4

e — diferenta semnificativa intre grupurile de bolnavi 3 i 4

Dacé concentratia CIC cu masd moleculard micd (PEG 8%) si masa moleculard mare (PEG
2,5%) in toate cele trei grupe se diferentiau statistic, atunci conform coeficientului de toxicitate,
diferente semnificative s-au determinat intre grupurile 2 si 3 (p<0,001), de asemenea 2 si 4
(p<0,001). Intre grupurile 3 i 4 modificari semnificative nu s-au depistat.

Coeficientul total al toxicitdtii a fost diferit semnificativ intre grupurile 2 si 3 (p<0,001), 2 si
4 (p<0,001), de asemenea intre grupurile 3 si 4 (p<0,05).

Astfel, a fost demonstrat ca la bolnavii mai severi (din grupurile 3 si 4) conform
coeficientului de toxicitate se apreciazd o crestere semnificativd a concentratiei CIC cu toate
masele moleculare, ceea ce indicd o intoxicatie endogend mai severd la acesti bolnavi.

Exemple concrete de realizare

Exemplul 1

Bolnavul TV, 14 ani. Diagnostic: amigdalitd cronicd decompensatd complicatd cu artritd de
reactie pe fond de derivati intestinali.

Concentratia CIC cu masd moleculard micd, medie si mare (PEG 2,5% - 28; PEG 4,2% - 60;
PEG 8,0% - 499) a fost cu mult mai mare ca la cei sanatosi din acelasi grup de varsta (7,0; 27,1;
134). Coeficientul total de toxicitate (CTT) a fost de asemenea mai mare la bolnavi 5,49 in
comparatie cu subiectii sandtosi - 4,96 din aceeasi grupd de varsta.

Indicatori o Indicatorii Raportul: bolnav/subiect
Sanatosi . o
bolnavului sanatos
CIC-2,5% UC 7,0£0,74 28 4
CIC-4,2% UC 27,1£1,46 60 2,2
CIC-8,0% UC 134+8,3 499 3,72
CTT UC 4,96 5,94 1,20
Ieucocite 10°/1 7,4 12,9 1,74
N.segmentate % 55 63 1,15
N.nesegmentate % 1 5 5
Limfocite % 35 18 0,51

Analiza leucoformulei la bolnavul dat, in comparatie cu norma varstnicd a lui, a aratat
prezenta unui nivel Inalt de leucocite (de 1,74 ori mai mare ca norma), nivel inalt al neutrofilelor
segmentate (de 1,15 ori mai mare ca norma), nivel inalt al neutrofilelor nesegmentate (de 5 ori
mai mare ca norma) si o scadere pronuntatd a nivelului de limfocite (aproximativ de 2 ori), ce
demonstreazd o deviere pronuntatd a formulei leucocitare spre stdnga sau o intoxicatie
pronuntatd a organismului. Rezultatele obtinute confirmd nivelul inalt de intoxicatie, care se

depisteaza cu ajutorul metodei revendicate.

Exemplul 2

Bolnavul SA, 5 ani. Diagnostic: amigdalitd cronicd decompensata.
Indicii Raportul:

Sanatosi Indicatorii bolnavului bolnav/subiect
sandtos

CIC-2,5% uC 3,5+0,27 8 2,29
CIC-4,2% uC 18,7+0,68 39 2,09
CIC-8,0% uC 862,55 145 1,69
CIT uC 4,55 4,02 0,88
Leucocite 10°/1 9,2 10,9 1,18
N.segmentate % 36 40 1,11
N.nesegmentate % 2,8 6 2,14
Limfocite % 51 46 0,90

Concentratia CIC cu masa moleculard micd, medie si mare (PEG 2,5% - 8; PEG 4,2% - 39;
PEG 8,0% - 145) a fost cu mult mai mare ca la subiectii sanatosi din acelasi grup de vasta (3,5;
18,7; 86). Coeficientul total de toxicitate (CTT) de asemenea nu a fost marit (la bolnav 4,02, la
subiectii sandtosi 4,55) comparativ cu copiil sdndtosi din aceeasi grupd de varstd. Astfel, la
bolnavul dat s-a apreciat o intoxicatie endogend medie.
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Analiza leucoformulei la bolnavul dat, in comparatie cu norma varstnicd a lui, a aratat
prezenta unui nivel mai scazut de leucocite (de 1,18 ori mai mare ca norma), de neutrofile
segmentate (de 1,11 ori mai mare ca norma) si de neutrofile nesegmentate (de 2,14 ori mai mare
ca norma), precum §i o scadere nepronuntatd a nivelului de limfocite, in comparatie cu primul
exemplu, ce demonstreazd o deviere nepronuntata a formulei leucocitare spre stinga sau o
intoxicatic a organismului de nivel mediu. Rezultatele obtinute confirmd nivelul mediu de
intoxicatie, care se depisteaza cu ajutorul metodei revendicate.

Exemplul 3

Bolnavul ZN, 10 ani. Diagnostic: amigdalitd cronicd decompensata.

Indici Raportul:
Sanatosi Indicatorii bolnavului bolnav/subiect
sanatos

CIC-2,5% uC 5,3+0,46 24 4,5
CIC-4,2% uC 23,9+0,91 21 0,9
CIC-8,0% uC 118+42 149 1,26
CTT uC 4,88 3,74 0,77
Leucocite 10°/1 8.4 8,8 1,04
N.segmentate % 43,8 44 1,00
N.nesegmentate % 1,78 3 1,68
Limfocite % 45 43 0,95

Concentratia CIC cu masd moleculard mica, medie si mare (PEG 2,5% - 24; PEG 4,2% - 38;
PEG 8,0% - 234) a fost cu mult mai mare ca la subiectii sanitosi din acelasi grup de vésta. Dar,
analizand bolnavul conform coeficientilor de toxicitate, CTT de asemenea nu a fost marit (la
bolnav 3,74, la subiectii sandtosi 4,88) comparativ cu copiii sdnatosi din aceeasi grupd de varsta.
Astfel, la bolnavul dat s-a apreciat o intoxicatie endogend mica.

Analiza leucoformulei la bolnavul dat, in comparatie cu norma vérstnicd a lui, a aratat
prezenta nivelului de leucocite aproape de norma (de 1,04 ori mai mare ca norma), nivelul
neutrofilelor segmentate fiind acelagi ca la persoanecle sdnitoase, un nivel mai sciazut al
neutrofilelor nesegmentate (de 1,68 ori mai mare ca norma) si acelasi nivel de limfocite, ca la
persoancle sdnatoase, in comparatic cu exemplul doi, ce demonstreazd o deviere minimald a
formulei leucocitare spre stdnga sau o intoxicatie de nivel minim a organismului.
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(57) Revendicari:

Metoda de determinare a gradului de intoxicatie endogend la copiii cu amigdalitd cronica,
care constd in aceea ca se colecteaza sange, se separd serul sangvin si se introduc cite 50 ul de
ser in trei eprubete, la care se¢ adauga cate 100 pl de solutic tampon boric si solutie de
polietilenglicol (PEG) de 2,5%, 4,2% si 8,0%, iar in a patra eprubetd de control se introduc 50 pl
de ser si 100 ul de solutie tampon boric, apoi eprubetele se incubeazd pentru 15 min la
temperatura camerei, dupd care se determind densitatea opticd la lungimea de unda de 340 nm,
iar concentratia complexelor imune circulante (CIC) in fiecare eprubetd se determind conform
formulei:

CIC = DOEDS-DOEDC ? 1000,
unde:

DOEDS — densitatea opticd in eprubeta de studiu, in UC;

DOEDC — densitatea opticd in eprubeta de control, in UC,

in cazul in care in eprubeta cu concentratia PEG 2,5% CIC este mai mare de 10 UC, cu
concentratia PEG 4,2% CIC este mai mare de 40 UC si cu concentratia PEG 8,0% CIC este mai
mare de 240 UC se diagnosticheaza un grad inalt de intoxicatie endogend, in cazul in care in
eprubeta cu concentratia PEG 2,5% CIC este mai mic de 10 UC, cu concentratia PEG 4,2% CIC
este mai mic de 40 UC si cu concentratia PEG 8,0% CIC este mai mic de 240 UC — un grad
mediu de intoxicatie endogend, iar in cazul in care in eprubeta cu concentratia PEG 2,5% CIC
este mai mare de 10 UC, cu concentratia PEG 4,2% CIC este mai mic de 40 UC si cu
concentratia PEG 8,0% CIC este mai mic de 240 UC — un grad minim de intoxicatie endogena.
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