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(57) Rezumat:
1
Inventia se referd la medicind, in special la

hepatologie si poate fi utilizatd pentru diagnos-

5
ticarea hepatitei virale cronice D si hepatitei
mixte B+C.

Conform inventiei, metoda constd in aceea
10

cd se determind continutul de nitrati si nitriti in
urind si continutul de aspartataminotransferaza

in singe, apoi se calculeaza mirimea raportului

2
dintre suma de nitrati si nitrifi fatd de

confinutul de aspartataminotransferaza si in
cazul in care mdrimea respectivd constituie
0,32...0,42, sc diagnosticheazd hepatita virald
cronici D, iar in cazul in care marimea
respectivd constituie 0,49...0,53, se diagnos-
ticheazi hepatit virala cronicd mixtd B+C.

Revendicari: 1



(54) Method for diagnosis of chronic viral hepatitis D and mixed hepatitis

B+C
(57) Abstract:
1
The invention relates to medicine,

particularly hepatology and can be used for
diagnosis of chronic viral hepatitis D and
mixed hepatitis B+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 aspartate aminotransferase in the blood, then
it is calculated the value of the ratio between

the sum of nitrates and nitrites to the content of

10

15

2

aminotransferase and if the

0.32..0.42 it is

aspartate
corresponding value is
diagnosed the chronic viral hepatitis D and if
the corresponding value is 0.49..0.53 it is
diagnosed the chronic viral mixed hepatitis
B+C.

Claims: 1

(54) Metoa AMArHOCTHKH XPOHHYECKOTr0 BUPYCHOro remaruta D m cmemannoro rematura B+C

(57) Pedepar:
1

H300peTcHHE OTHOCHTCA K MCOWIIMHC, B
YACTHOCTH K TEMATOJOTHH H MOXKET OBITh
HCHOJB30BAHO I JHATHOCTHKA XPOHH-
YECKOTO BHPYCHOrO rematura D W CMemaH-
Horo renatuta B+C.

CornacHO H300pPCTCHUIO, MCTO COCTOWT B
TOM, YTO OMPCACIAIOT COACP/KAHHUC HUTPATOB
H HUATPUTOB B MOYC H COACPKaHHUE
acmapTaTaMHHOTPAHC(Epasbl B KPOBH, 3aTCM
BBIMUCJIAKOT BCIWYHHY COOTHOIICHHA CYMMBI
HUTPATOB H

HATPHUTOB K  COACPKAHHEO

10

15

2
acmapTaTaMHHOTPAHC(EPAs3sl U B CIyHac SCIH

COOTBCTCTBYHOIIAA

0,32...0,42,

BCJIMIHHA COCTABJIACT

JHATHOCTHPYIOT ~ XPOHHYECKHIH
BHPYCHBI rematut D, a B ciaydae ecmm
COOTBETCTBYIOIIAA

0,49...0,53,

BCIIMIHHA COCTABJACT

JHATHOCTHPYIOT ~ XPOHHYCCKHIH

BHPYCHBII cMemaHHbIN renatut B+C.

I1. popmymsr: 1
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Descriere:

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

Este cunoscutid metoda de diagnosticare a hepatitelor virale cronice, care constd in aceea
ca sc utilizeaza sisteme de testare nanodiagnostice, care includ utilizarea unui biosenzor cu
doud canale de tipul ,,0glindd - rezonanti”, dintr-o chiuvetd cu un biosenzor, la baza cireia
este plasatd o prismd, asociatd cu un canal de unde constituit dintr-un strat cu indicele de
refractie inalt si un strat de cuart cu indicele de refractie mic, avand grosimea de ordinul a
cateva sute de nanometri in functie de materialul stratului superficial sensibil, care
reprezintd concomitent i fundul chiuvetei, apoi lichidul biologic, cu complexe specifice cu
markerii macromoleculari hepatici, se fixeazd in stratul superficial al canalului de unde
mentionat prin interactiunea anticorpilor (anti-HBs) si HBsAg (antigenul virusului hepatitei
B) si/sau prin interactiunea antigenului de suprafatd a nucleocapsulei virusului hepatitei C
cu anticorpii acestuia, si/sau prin hibridizarea oligonucleotidelor cu segmentele
complementare ale ADN-ului virusului hepatitei B, si/sau prin hibridizarea
oligonucleotidelor cu segmente complementare ale ARN-ului virusului hepatitei C, apoi se
determind coeficientul de refractie a luminii al stratului superficial 1a hotarul canalului [1].

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

In calitate de cea mai apropiati solutie serveste metoda de diagnosticare a hepatitelor
virale cronice prin aprecierea cantitdtii relative a urmdtoarelor fractii: lizofosfatidilcolinei,
sfingomielinei si fosfatidilcolinei, apoi se calculeaza coeficientul spectrului fosfolipidic
sangvin prin formula FCYSM x LFC, unde LFC este cantitatea relativi a
lizofosfatidilcolinei, SM — cantitatea relativa a sfingomielinei, FC — cantitatea relativa a
fosfatidilcolinei. in cazul in care se determini valori cuprinse intre 2...35, se
diagnosticheaza hepatitad virald cronici B, in cazul in care se determind valori cuprinse intre
36...45, se diagnosticheaza hepatitd cronicd, provocatd de alcool, iar in cazul in care se
determind valori cuprinse intre 50...95 - se diagnosticheazi ciroza hepaticd [2].

Dezavantajele acestei metode constau in perioada indelungatd de efectuare a analizelor
si 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 cat mai rapida a hepatitelor virale cronice mixte la
investigatia in masd a populatiei.

Conform inventiei, metoda constd in aceea cd se determind continutul de nitrati si nitrifi
in urind si continutul de aspartataminotransferazd in singe, apoi se calculeazad mirimea
raportului dintre suma de nitrati si nitrifi fati de continutul de aspartataminotransferaza si in
cazul in care mirimea respectiva constituie 0,32...0,42, se diagnosticheazi hepatitd virald
cronicd D, iar in cazul in care mirimea respectivd constituie 0,49...0,53, se diagnostichcazi
hepatita virald cronicd mixta B+C.

Rezultatul inventiei constd in obtinerea unei metode mai putin costisitoare, care permite
detectarea cat mai rapidd a hepatitelor virale cronice mixte la investigatia in masd a
populatiei.

Metoda revendicatd permite investigarea in masi a persoanclor pentru diagnosticarca
timpurie a pacientilor cu hepatitd virald cronici intr-un interval de timp de 24 ore cu
cheltuieli de 2...3 ori mai mici fatd de cea mai apropiati solutie.

Trebuie de mentionat ci nivelul de excretie urinard a nitratilor si nitritilor reflecta
sinteza NO in organism, iar cantitatea de azot, identificat in urind (conform continutului de
NO, si NOy), reflectd adecvat cantitatea de NO sintetizat de citre organism. Cercetarea
complexa 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 de 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 fatd de cantitatea de ASAT.

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
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patologie hepaticd cronicd din diferite localitdti ale republicii: 50,84% (91) - femei si
49,16% (88) barbati cu varsta medie de 37,7+11,5 ani, dintre care pani la 40 de ani 49,71%
(89) pacienti, iar 50,28% (90) pacienti peste 40 de ani. Lotul martor a fost alcatuit din 29
persoane practic sdnitoase, din care 58,62% (17) femei si 41,38% (12) barbati cu varsta
cuprinsd intre 18 si 42 de ani, fird anamnezd ereditard agravatd, in absenta patologiei
hepatice si gastrointestinale. Repartizarea bolnavilor cu hepatitd virald cronica s-a efectuat
in functie de etiologie, faza infectiei virale, fiind estimat si gradul de activitate a procesului
patologic hepatic. Caracteristica clinicd a pacientilor s-a efectuat in baza urmitoarelor
sindroame clinice: asteno-vegetativ, dispeptic, algic si simptomelor: hepatomegalie,
splenomegalie, indici de hipertensiune portald. Pentru evaluarea gradului de alterare
hepatica s-a efectuat un complex de teste ce reflectd sindromul citolitic (ALAT, ASAT),
colestatic (bilirubina totald si conjugatd, fosfataza alcalind, colesterolul total,
gamaglutamiltranspeptidaza), hepatopriv  (proteina generald, albuminele, indicele
protrombinic), sindromul imuno-inflamator (analiza generald a sangelui, nivelul de
imunoglobulind IgA, IgM, IgG, CIC, limfocitele T, si subpopulatiile lor: Ty, Tig. 1 T .
prin metoda randomizirii cu teofilind). In scopul constatirii etiologiei hepatitei virale
cronice s-au determinat markerii hepatitelor virale B, C si D prin metoda imunoenzimatica.
Examinarea stirii ficatului s-a completat prin efectuarea ecografiei abdominale, gama-
scintigrafiei hepatosplenice.

Studiul respectiv vizeazd determinarea nivelului de nitrati si de nitrifi in urind,
aprecierea enzimei ASAT in singe. Nivelul de nitrafi si de nitriti in urind, de ASAT in
sange s-a studiat in functie de sex, varstd, durata bolii, gradul de activitate a procesului
inflamator hepatic si al infectiei virale, utilizindu-se aceleasi criterii de divizare.

Prin urmare, in baza datelor de investigatii efectuate s-a constatat cd identificarea
acestui raport (nivelul de nitrati si de nitriti in urind citre nivelul de
aspartataminotransferazd in singe) permite diagnosticarea hepatitelor virale cronice D si
mixte B+C. Calcularea rapoartelor mentionate s-a efectuat in cifre absolute, iar unitdtile de
masurd s-au calculat in conformitate cu Sistemul International (SI). Aceasti metoda este
neinvaziva si permite de a primi in termen scurt o informatie exactd despre prezenta
hepatitei virale cronice la persoana investigata.

In metoda revendicati s-au utilizat urmitoarele metode de diagnosticare.

Pentru aprecierea nivelului de nitrati si nitrifi in urind la pacientii cercetati s-a utilizat
metoda Griess, care constd in mdsurarea intensitdtii culorii (=520 nm) a compusului
diazolic format in urma reactiei de diazotare dintre acidul sulfanilic i ionii nitriti si
cuplarea ulterioard cu a-naftilamini. Proba analizatd (2 mL) se amesteca cu acelasi volum
(2 mL) de reactiv Griess (amestec de volume egale de solutii ale a-naftilaminei si acidului
sulfanilic), se agitd si se lasd timp de 20...30 min la intuneric, dupi aceea se¢ masoard
extinctia la lungimea de unda 520 nm fatd de solutia de comparare, reactivul Griess si apa
distilata se iau in raport de 1:1.

Concomitent s-au apreciat indicatorii sindromului citolitic — ALAT (alaninaminotrans-
feraza, norma 7...40 U/L) si ASAT (aspartataminotransferaza, norma 7...40 U/L). ALAT
catalizeaza transferul grupului aminic de la alanind la alfa-cetoglutarat. ALAT se depisteaza
in muschii scheletului, ficat, cord. Cele mai mari concentratii de ALAT sunt in ficat. ASAT
catalizeaza transferul grupului aminic de pe asparaginat pe alfa-cetoglutarat. Concentratia
acestor enzime a fost determinati prin metoda cineticd cu ajutorul seturilor de reagenti ale
firmei ELITEH (Franta), conform instructiunilor anexate la test.

Indicii obtinuti au fost studiafi in functie de etiologia hepatitelor virale cronice mixte
comparativ cu lotul martor, de asemenea s-a comparat raportul nivelului de nitrafi si de
nitriti in urind fatd de nivelul de ASAT intre loturile de pacienti cu hepatite virale cronice
(tabel).
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5
Tabel
Raportul nitratilor si nitritilor in urina citre ASAT
Index Lotul martor (n=29) Hepatite virale Hepatite virale
cronice D (n=37) cronice mixte B+C
(n=37)

Nitrati si nitriti in 0,19+0,02 0,37+0,05 0,51+0,02
urind/ ASAT

Metoda datd a fost utilizatd in sectia de hepatologie a Spitalului Clinic Republican. In
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 i nitrifi in urind. In urma acestor cercetari
a fost confirmat si demonstrat rolul esential al nitratilor si nitritilor in mecanismul
patogenic al activitifii procesului patologic hepatic si al infectiei virale. in evolutia
hepatitelor virale cronice s-au apreciat modificari ale sintezei NO dupd continutul
produsilor finali ai metabolismului lui (nitrati §i nitriti) exprimat printr-un nivel sporit al
acestora comparativ cu persoanele sindtoase. S-a determinat o corelatie directd intre nivelul
de nitrafi si de nitri{i in urind cu activitatea sindromului citolitic si indicii de hipertensiune
portald, precum si cu gradul de activitate a procesului inflamator hepatic si a infectiei
virale.

Exemplul 1

Pacientul R., 28 ani, inclus in lotul martor. Anamneza ereditard neagravatd, maladii
cronice absente. Datele obiective din partea sistemului respirator, cardiac, digestiv si urinar
fara particularititi. Datele biochimice reflectd starea functionald a ficatului fara abateri de la
normele fiziologice. Analiza generald a sangelui: Hb - 140 g/L, er. - 4,2?10", leuc. -
4,2710°, limf. - 26 %, VSH 5,0 min/ori. Analiza generali a urinei fird patologie. ALAT -
20,04 U/L, ASAT - 18,21 U/L, bilirubina totald 18,4 pmol/L, bilirubina conjugati 3,6
pmol/L, indicele protrombinic 97%, ureea serica 4,9 pmol/L. Studierea imunitdtii umorale
s-a soldat cu urmdtoarele date: Ig A - 2,10 g/L, Ig M - 1,05 g/L, Ig G - 11,63 g/L.
Cercetarea imunitdtii celulare s-a stabilit in limitele: limfocite Ty - 57%, limfocite T -
27,6%, Ty, - 16,6%, Ty - 44, 7%, Bt - 22,988%, CIC - 35 UDO. Markerii virali: AgHBs -
negativ, anti-HVD - negativ, anti-HBC - negativ, anti-HVC - negativ. Cercetarea
parametrilor studiafi a constatat urmétoarele date: nivelul de nitrati si nitriti In urind - 3,75
g/L, ASAT — 18,21 U/L. Calcularea raportului sumei nitratilor si nitritilor in urind fata de
aspartataminotransferazi este de 0,20 mm/L.

Deoarece rezultatele obtinute atit clinice, cat si biochimice nu au depisit limitele
valorilor stabilite, indicii obtinuti au fost apreciafi in calitate de normi fiziologica pentru
persoancle sindtoase.

Exemplul 2

Pacientul U., 34 ani. S-a internat cu acuze la astenie, oboseald rapida, dureri surde si
greutate in hipocondrul drept. Datele paraclinice ale sistemului respirator, cardiac si urinar
fara patologii. La examinarea tractului digestiv se atestd hepatomegalie, ficatul proeminind
de sub rebord costal cu 4...5 cm, consistenta elasticd, marginea semirotundd. Investigatii
biochimice efectuate: analiza generald a singelui Hb — 121 g/L, er. — 5,0?1012, L- 4,9?109,
tr. - 179210°, limf. — 29%, VSH — 2,0 mm/ord. Analiza generald a urinei — patologie nu s-a
depistat. ALAT — 98,81 U/L, ASAT - 52,54 U/L, bilirubina totald — 16,10 pmol/L,
bilirubina conjugata — 2.3 pmol/L, indicele protrombinic — 90%, ureea serica - 4,9 pmol/L.
Studierea imunitdtii umorale s-a soldat cu urmatoarele date: Ig A - 3,47 g/L, Ig M - 3,0 g/L,
Ig G - 38,35 g/L. Cercetarea imunitdtii celulare s-a stabilit in limitele: limfocite Ty —
44,9%, limfocite Ta. — 21,5%, Tig. — 26,2%, Tur — 15,9%, Biimr. — 15%, CIC — 1145 UDO.
Markerii virali: AgHBs - pozitiv, Anti-HVD — pozitiv. Nivelul de nitrati si de nitriti in urini
- 19,20 g/L, ASAT - 52,54 U/L. Calcularea raportului sumei de nitra{i $i de nitriti in urind
fatd de aspartataminotransferaza este de 0,37 pmol/L, ce se incadreaza in limitele stabilite
pentru hepatita virald cronicd D (v. tab.) — respectiv se diagnosticheazd hepatita virald
cronicd D, activitate moderata.
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Exemplul 3

Pacientul L., 39 ani. S-a internat cu acuze la astenie, oboseala rapidd, dureri surde si
greutate in hipocondrul drept, periodic amdriciune in gurd. Datele paraclinice, respectiv
sistemul respirator, cardiac si urinar fara particularitifi patologice. La examinarea tractului
digestiv se atestd hepatomegalie, ficatul proeminand de sub rebordul costal cu 4 cm,
consistenta elasticd, marginea semirotundi. Analiza generala a singelui: Hb — 140 g/L, er.
- 4,4x10", L — 4,9x10°, tr. — 324x10°, limf. — 22%, VSH — 7 mm/ord. Analiza generali a
urinei fdrd patologie. ALAT — 60,75 U/L, ASAT - 38,88 U/L, bilirubina totald — 23,04
pmol/L, bilirubina conjugatd — 1,3 pmol/L, indicele protrombinic — 95%, ureea in ser 7,3
pmol/L. Studierea imunititii umorale s-a soldat cu urmdtoarele date: Ig A - 3,38 g/L, Ig M -
2,90 g/L, Ig G - 20,33 g/L. Cercetarea imunititii celulare s-a stabilit in limitele: limfocite
Tt — 44,0%, limfocite T, — 24%, Ty, — 9%, T — 35%, Bume. — 35%. Markerii virali:
AgHBs - pozitiv, Anti-HBc - pozitiv, Anti-HVC — pozitiv, Anti-HVC IgM - pozitiv. Nivelul
de nitrati si de nitriti In urind — 20,85 g/L, ASAT - 38,88 U/L. Calcularea raportului sumei
de nitrati si de nitrifi In urind fatd de aspartataminotransferaza este de 0,53, ce se incadreaza
in limitele stabilite pentru hepatita virald cronicd mixtd (B+C) (v. tab.) — respectiv se
diagnosticheazd hepatitd virald cronicd mixtd. Diagnosticul: Hepatitd cronicd etiologie
virald mixtd (HVB, HVC), activitate minimald, faza de reactivare a virusului C.

(56) Referinte bibliografice citate in descriere:
1. RU 2004134192 A 2006.05.10
2. RU 2167424 C1 2001.05.20

(57) Revendicari:

Metoda de diagnosticare a hepatitei virale cronice D si hepatitei mixte B+C, care
constd In aceea cd se determind confinutul de nitrati si nitrifi In urind si confinutul de
aspartataminotransferazi in singe, apoi se calculeazd mirimea raportului dintre suma de
nitrafi si nitriti fa{d de confinutul de aspartataminotransferaza si in cazul in care marimea
respectiva constituie 0,32...0.42, se diagnosticheazi hepatitd virald cronicd D, iar in cazul
in care mdrimea respectiva constituie 0,49...0,53, se diagnosticheazi hepatitd virala cronica

mixtd B+C.

Director Departament: GUSAN Ala
Examinator: TUSTIN Viorel
Redactor: CANTER Svetlana

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



736 /FC/05.0/A/2/1/
AGENTIA DE STAT PENTRU PROPRIETATEA INTELECTUALA A REPUBLICII MOLDOVA

RAPORT DE DOCUMENTARE

1. Datele de identificare a cererii

(21) Nr. depozit: s20100116 (32) Data de prioritate recunoscuta:

(22) Data depozit: 2010.06.30 Raport de documentare internationala: [] da
(54) Titlul: Metoda de diagnosticare a hepatitei virale cronice D si mixte B gi C

(71) Solicitant: UNIVERSITATEA DE STAT DE MEDICINA SI FARMACIE "NICOLAE
TESTEMITANU" DIN REPUBLICA MOLDOVA, MD

(51) (Int.C1): Int. CL.: A61B 5/00 (2006.01)

GOIN 33/493 (2006.01)
GOIN 33/49 (2006.01)
GOIN 33/50 (2006.01)
C12Q 1/00 (2006.01)
CIZQ 1/48 (2006.01)
II. Conditii de unitate a inventiei: X satisface [] nu satisface
Note:
IIT. Revendicari: claritatea, sustinerea de descriere
Note: satisface [ nu satisface

IV. Colectii si Baze de date de brevete cercetate (denumirea, termeni caracteristici, ecuatii de
cautare)

MD (Documentare Inventii (inclusiv cereri nepublicate)) — diagnostic, hepatité virala B, C,
aspartataminotransferaza

EA, CIS (Eapatis) — [luaruos, supycubiii renatut B, C, acmapraramunoTtpancepasa

SU (nonpublic) — /luarno3s, Bupycuslii renatut B, C, acnapraramuHoTpancdepasa

V. Baze de date si colectii de literaturd nonbrevet cercetate




736 /FC/05.0/A/2/1/

V1. Documente considerate a fi relevante

Categoria* | Date de identificare ale documentelor citate si, unde este Numarul revendicarii
cazul, indicarea pasajelor pertinente vizate

. MD 34 Z 2009.06.30

. MD 1656 G2 2001.11.30

. MD2848 G2 2006.06.30

. MD 2149 G2 2003.11.30

. MD 3300 G2 2007.12.30

. RU 2071350 C1 1997.01.10

g i i i s
N B WD~

2010.03.02

oo

A 9.RU 2167424 C1 2001.05.20

k4

7. UMmmyHOXpOMaTOrpapuuecKuii TUarHoCTUKYM ISt
onpenesneHus antuTen k Bupycy renarura B, C <URL
http://www.adventus.info/medicine/childe/2/20.php, gasit

A 8. RU 2004134192 A 2006.05.10
C

—t ek ek ek ek ek ek

* categoriile speciale ale documentelor citate:

A — document care defineste stadiul anterior general

T — document publicat dupd data depozitului sau a
prioritdtii invocate, care nu apartine stadiului pertinent al
tehnicii, dar care este citat pentru a pune in evidenta
principiul sau teoria pe care se bazeaza inventia

X — document de relevantd deosebita: inventia

revendicatd nu poate fu consideratd noud sau implicand

activitate inventiva cind documentul este luat in
consideratie de unul singur

E — document anterior dar publicat la data depozit national
reglementar sau dupd aceasta data

Y — document de relevantd deosebita: inventia
revendicati nu poate fu considerati ca implicand
activitate inventiva cind documentul este asociat cu
unul sau mai multe documente de aceiasi categorie

D — document mentionat in descrierea cererii de brevet

O - document referitor la o divulgare orald, un act de
folosire, la o expozitie sau la orice alte mijloace de
divulgare

C — document considerat ca cea mai apropiati solutie

& — document, care face parte din aceeasi familie de brevete

P - document publicat inainte de data de depozit, dar
dupd data priorititii invocate

L — document citat cu alte scopuri
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