A 0O DA A
MD 1433 F1 2000.03.31

REPUBLICA MOLDOVA

t (;9) Ag.ertltita d;? St?t vl an 1433 a3 F1
t
pentru Froprietatea Intelectuala 1) Int.Cl: A61K 51/10 (2006.01)

(12) BREVET DE INVENTIE

Hotararea de acordare a brevetului de inventie poate fi
revocati in termen de 6 luni de la data publicirii

(21) Nr. depozit: 99-0120 (45) Data publicirii hotdrarii de
(22) Data depozit: 1999.04.01 acordare a brevetului:
2000.03.31, BOPI nr. 3/2000

(71) Solicitant: CENTRUL NATIONAL STIINTIFICO-PRACTIC DE MEDICINA PREVENTIVA AL
MINISTERULUI SANATATII DIN REPUBLICA MOLDOVA, MD

(72) Inventatori: SPANU Constantin, MD; BIRCA Liudmila, MD; STOVBUN Sergiu, MD; SCOFERTA
Petru, MD; VUTCARIOV Vasile, MD

(73) Titular: CENTRUL NATIONAL STIINTIFICO-PRACTIC DE MEDICINA PREVENTIVA AL
MINISTERULUI SANATATII DIN REPUBLICA MOLDOVA, MD

MD 1433 F1 2000.03.31

(54) Metoda de evaluare a anticorpilor antirotavirali

(57) Rezumat:
1 2

Inventia se referd la virusologia medicald si titrului  anticorpilor, utilizind wun antigen-test
veterinard, in special la depistarea si evaluarea anti- 5 stafilococic, ce contine proteina A, sensibilizat cu
corpilor antirotavirali. imunoglobuline specifice.

Metoda propusa consti in determinarea anticor- Rezultatul inventiei constd 1in cresterea
pilor antirotavirali cu ajutorul unui antigen-test sensibilitdtii si specificititii metodei.
prin reactia de inhibare a aglutindrii §i aprecierea Revendicari: 1

10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

MD 1433 F1 2000.03.31

Descriere:

Inventia se referd la virusologia medicald si veterinard, in special la depistarea si evaluarea anticorpilor
antirotavirali.

fn literaturd sunt descrise diverse metode serologice pentru diagnosticul de laborator al infectiilor virale.
Aplicarea pe larg a acestora este limitata din motivul necesitatii unor antigen-teste speciale costisitoare, inaccesibile
retelei practice de asistentd medicald. Mai mult decit atit, prepararea lor implici o gamd extinsd de etape
tehnologice, care necesitd mult timp.

Este cunoscutd metoda de depistare si evaluare a anticorpilor antirotavirali, care constd in determinarea
anticorpilor antirotavirali prin reactia indirectd de inhibare a hemaglutindrii (RIIHA) si aprecierea titrului
anticorpilor cu ajutorul unui antigen-test eritrocitar comercial. Reactia se realizeazd in godeurile placilor de
polisterol timp de 3-4 ore [1].

Dezavantajul metodei constd in sensibilitatea, specificitatea si precizia redusd la depistarea anticorpilor in
RITHA.

Problema pe care o rezolvd prezenta inventie este sporirea eficacitatii (sensibilitatea si specificitatea) si
preciziei metodei in depistarea si evaluarea anticorpilor antirotavirali.

Metoda, conform inventiei, inlaturd dezavantajele sus-mentionate prin aceea cid constd in determinarea
anticorpilor antirotavirali cu ajutorul unui antigen-test prin reactia de inhibare a aglutindrii si aprecierea titrului
anticorpilor, utilizind un antigen-test stafilococic, ce contine proteina A, sensibilizat cu imunoglobuline specifice.

Esenta inventiei constd in evaluarea anticorpilor anti-Rota in reactia de inhibare a coaglutindrii (RICOA) cu
ajutorul antigen-testului stafilococic, ce contine proteina A, sensibilizat cu imunoglobuline specifice. Sporirea
eficacititii metodei se datoreazd utilizdrii acestui antigen-test original, construit in baza sensibilizarii multiple a
stafilococilor, ce contin proteina A, cu imunoglobuline specifice. Procedeul de preparare a acestui antigen-test
(numit “Rotatest”) este descris in brevetul MD 752 Bl. Metoda propusd permite de a spori semnificativ
sensibilitatea si specificitatea depistarii anticorpilor antirotavirali, fapt care sporeste semnificativ precizia diagnos-
ticului.

Avantajele metodei sunt prezentate in tabelele 1 si 2, care demonstreazd datele obtinute la depistarea si
evaluarea anticorpilor antirotavirali prin RICOA, RITHA si prin analiza imunoenzimaticd (AIE), folosind testul
imunoenzimatic produs de firma “Acva-Past” (Sankt-Petersburg).

in tabelul 1 sunt prezentate rezultatele testirii serurilor pereche recoltate de la copii cu infectie rotavirald prin
AIE, RICOA si RITHA, care demonstreaza cd testul elaborat (RICOA) poseda o sensibilitate si specificitate sporitd
semnificativ (P=0,001) fatd de RIIHA si nu cu mult diferd de testul AIE. Eficacitatea sporitd a testului RICOA de
asemenea este argumentatd prin valoarea titrului geometric al nivelului de anticorpi anti-Rota in serurile pereche
examinate.

Rezultatele expuse in tabelul 2 demonstreazi cd indicele sensibilititii metodei propuse fatd de AIE a alcatuit
91,8+1,7%, iar al celui RITHA - 72,7+2,8% (P=0,001). Indicele specificititii metodei propuse este vadit superior
celui RITHA (72,8+2,8%) si alcatuieste 84,7+2,3% (P=0,001). Este necesar de mentionat c& rezultatele testarii prin
metoda propusi coincid cu cele obtinute prin AIE in 87,442,2% cazuri, pe cdnd cu rezultatele obtinute prin RITHA
- 72,842,8% cazuri (P=0,001).

Metoda prezintd si alte avantaje: este simpld in utilizare, nu necesitd utilaj special, permite de a obtine
rezultatul in ziua montdrii (timp de 2 ore) si poate fi aplicatd in orice laborator virusologic sau bacteriologic din
tard.

Astfel, rezultatul inventiei consta in cresterea sensibilitatii si specificitatii metodei.

Metoda se realizeazd in modul urmdtor. Montarea reactiei de inhibare a coaglutindrii (RICOA) necesitd
urmatoarele componente:

. Antigen rotaviral SA-11.
. Ser sanguin sau produs ascitic imun antirotaviral.
. Mediu 199 sau solutie-tampon de NaCl (pH 7,2-7,4).
. Ser sanguin uman care nu contine anticorpi anti-Rota.
. Ser sanguin de la bolnav.

6. Antigenul-test “‘Rotatest”.

Montarea RICOA se efectueaza in trei etape.

Etapa 1. Titrarea antigenului rotaviral SA-11 si determinarea dozei de lucru.

fn godeurile plansetei de polisterol se efectueazi dilutia antigenului rotaviral SA-11 in volumul de 0,1 ml,
incepand cu 12 pani la 1:256. Dilutiile se efectueazi in mediul 199 sau in solutie-tampon de NaCl (pH 7,2-7,4). In
8 godeuri se aplicd cate 0,1 ml de mediu sau solutie-tampon de NaCl, apoi in primul godeu se adaugd cate 0,1 ml de
antigen. Amestecul se agita (se pipeteaza), apoi in volum de 0,1 ml se transferd in al doilea godeu. Dupd agitare din
al doilea godeu se transfera 0,1 ml de amestec in al treilea si asa mai departe. Din al 8-lea godeu 0,1 ml de amestec
se aruncd. De fiecare datd se utilizeaza pipete noi. Pe lame de sticld degresate se aplicd cate 20 pl de fiecare dilutie
a antigenului, adiugand la fiecare cite 20 ul de “Rotatest”. in calitate de martori la extremititile lamei se aplicd
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cate 20 pl de mediu 199 sau solutie-tampon de NaCl (pH 7,2-7,4). La solutia situatd la una din extremititile lamei
se adaugd 20 pl de antigen rotaviral in dilutia de 1:2 (martor 1), iar la cea de-a doua extremitate a lamei - 20 pl
de “Rotatest” (martor 2).

Componentele se amestecd usor, apoi se expun pentru 10-15 min la temperatura de 22-25°C, periodic clatiniand
lamele. Aprecierea rezultatelor reactiilor se efectueazi dupd scara de patru plusuri (+):

(++++) - coaglutinare totald, reactie pozitivd marcanta;

(+++-) - coaglutinare pronuntatd, reactie pozitiva;

(++--) - coaglutinare partiald, reactie slab pozitiva;

(+---) - coaglutinare slab vizibila, reactie slab pozitiva;

(----) - coaglutinare absentd, reactie negativa.

fn probele martor 1 si 2 se apreciazi absenta coaglutinirii. Cea mai mare dilutie a antigenului in care are loc
coaglutinarea de 2+ se apreciazi ca fiind titrul antigenului. in RICOA se utilizeazi patru unititi de aglutinare (UA).
De ex.: dacd titrul antigenului este de 1:28 (1 UA) in lucru se va folosi dilutia 1:32 (4 UA).

Etapa 2. Se efectueazi diluarea serului sanguin de la bolnav. fn 9 godeuri se aplici cate 0,1 ml solutie-tampon
de NaCl (pH 7,2-7,4) sau mediu 199. fn primul godeu se adauga 0,1 ml de ser de la bolnav, se pipeteazi de 2-3 ori,
apoi 0,1 ml amestec se transfera in al doilea godeu si asa mai departe. Din al 9-lea godeu 0,1 ml de amestec se
aruncd. La fiecare dilutie a serului in volum de 0,1 ml se adaugd cate 0,1 ml antigen in doza de lucru (4 UA).
Martori: intr-un godeu (martor 1) se aplica 0,1 de ml solutie-tampon de NaCl sau mediu 199, in al doilea godeu
(martor 2) - 0,1 ml de ser sanguin sau produs ascitic imun antirotaviral in dilutie de 1:8 si in al treilea godeu (martor
3) se aplici cate 0,1 ml ser sanguin uman normal in dilutie de 1:2. In toate trei godeuri se adaugi cite 0,1 ml de
antigen rotaviral in doza de lucru de 4 UA. Amestecurile se agitd usor si se expun pentru 10-15 min la temperatura
de 22-25°C.

Etapa 3. Pe lame degresate se aplicd cate 20 pl de amestec, ce contine serul bolnavului in dilutie si antigenul
rotaviral SA-11 in doza de lucru de 4 UA, si cate 20 pl de martori 1, 2 si 3, la care se adaugd cate 20 pl de
“Rotatest”. Componentele se amestecd usor si se expun 10-15 min la temperatura de 22-25°C, periodic clatinind
lamele. Aprecierea rezultatelor reactiei se efectueazi dupi scara de patru + descrisd mai sus.

In martorii 1 si 3 va avea loc o coaglutinare de 3-4 + (reactie pozitivi), pe cAnd in martorul 2 coaglutinarea v-a
lipsi (reactie negativd). Dilutia maxima a serului bolnavului in care coaglutinarea este absentd (2-+), se apreciazi ca
fiind valoarea titrului serului. De ex.: dacd in serul diluat pand la 1:64 nu se observa o coaglutinare de 2+, atunci in
proba (serul examinat) se contin anticorpi fatd de rotavirusuri in titrul de 1:64.

Tabelul 1
Studiul comparativ al evaluarii anticorpilor antirotavirali la copiii cu diaree acuta
de etiologie rotavirald prin metodele AIE, RICOA si RITHA
Metoda | Seruri | Numdrul Inclusiv in dilutii Titrul Titrul
utilizatd | pere- serurilor geo- geo-
che pereche metric metric
testate exprima | mediu
t
pozitiv la 122 | 1.4 1:8| 1:16] 1:32 | 1:64] 1:128 1:256( 1:512 | in log
anti-Rota
AIE I 64 0 S 113] 14 11 18 1 1 1 4,6 1242
II 0 1|2 1 1 4 9 8 38 8,0 1:256
RICOA I 56 0 3 112] 14 8 16 2 1 0 4,6 1242
I 0 011 1 2 3 12 16 21 7,8 1:223
RIIHA I 32 0 118 7 6 9 1 0 0 4,5 1:22,6
II 0 011 1 2 9 8 8 3 6.8 1:112
Tabelul 2

Eficacitatea metodei elaborate pentru depistarea §i evaluarea anticorpilor anti-Rota la bolnavii cu diaree acuta,
etiologic cauzatd de rotavirusuri

Rezultatul | Analiza imunoenzi-
Metoda aplicati inves- maticd (AIE) Sensibi- Specifici- Coincidenta,
tigatiilor “Acva-Past” litatea, tatea,
Pozitiv.__ | Negativ % % %
Reactia de inhibare a Pozitiv 56 29 91,8+1,7 84,7+2,3 87,4+2,2
coaglutinarii (RICOA),
realizatd dupd metoda Negativ S 160
propusa
Reactia indirecta de Pozitiv 32 56 72,742,8 72,842,8 72,842,8
inhibare a
hemaglutindrii (RIITHA) | Negativ 12 150
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Remarca: Sensibilitatea = (RICOA si AIE pozitiv/AIE pozitiv) x 100%;
Specificitatea = (RICOA si AIE negativ/AIE negativ) x 100%;
Coincidenta = (RICOA si AIE pozitiv) + (RICOA si AIE negativ)/(AIE pozitiv + AIE negativ) x

100%.
Exemplul 1. Titrarea antigenului rotaviral SA-11
Tabelul 3
Dilutiile antigenului 1:2 1:4 1:8 1:16 1:32 1:64 1:128 1:256
Antigen rotaviral 0,1 ml
SA-11
Etapa 1 Solutie- 0,0ml [ 0,1ml| 0,1ml [ 0,0ml | 0,0ml | 0,1ml | 0,1ml | 0,1ml
tampon de NaCl
Rezultatele RICOA* 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 2+ -

Remarca: *gradul de coaglutinare dupa scara de 4+
- absenta coaglutinarii.
Etapa 1. In 8 godeuri se aplici cate 0,1 ml de solutie fiziologicd. In primul godeu se adaugi cate 0,1 ml antigen
rotaviral SA-11. Amestecul se pipeteazad de 2-3 ori si cate 0,1 ml se transferd in al doilea godeu. Din al doilea dupa
pipetare (2-3) cite 0,1 ml se transferd in al treilea $i agsa mai departe. Din al 8-lea godeu dupa pipetare 0,1 ml de
amestec se arunca.

Etapa 2. Pe lame degresate se aplicd cate 20 ul de fiecare dilutie a antigenului rotaviral SA-11, la care se
adaugd 20 pl de “Rotatest”.

Martorii: pe lama se aplicd 20 pl de antigen in dilutie 1:2, la care se adaugd 20 pl de solutie fiziologica
(martor 1); pe altd lama se aplicd 20 ul de “Rotatest”, la care se adauga 20 pl de solutie-tampon de NaCl (pH 7.2-
7,4) (martor 2).

Componentele se amestecd usor, apoi se expun pentru 10-15 min la temperatura de 22-25°C, periodic clatinand
lamele. In probele martor se determini absenta coaglutinarii.

Aprecierea rezultatelor reactiei se efectueaza dupd scara de patru + descrisd mai sus. Dilutia maximi a
antigenului in care are loc coaglutinarea de 2+ se apreciaza ca fiind valoarea titrului antigenului.

Exemplul descris demonstreazi ca coaglutinarea la scara de 2+ a avut loc la dilutia de 1:128, considerat ca
titrul antigenului; in RICOA sunt utilizate 4 UA; astfel, valoarea titrului antigenului 1:128 se imparte la 4, deci in
RICOA se va utiliza antigenul rotaviral in dilutia de 1:32 (4 UA).

Exemplul 2. Determinarea §i evaluarea titrului de anticorpi anti-Rota in reactia de inhibare a coaglutindrii
(RICOA)

Tabelul 4

Dilutiile antigenului 1:2 1:4 1:8 1:16 1:32 | 1:64 1:128 | 1:256 | 1:512

Serul bolnavului 0,1 ml

Solutie-tampon de 0,ml [ 0,1ml [ 0,1ml | 0,1 ml| 0,1ml| O,1ml | 0,1ml | 0,1ml | 0,1 ml
NaCl

(pH 7,2-7.4)

Antigenul rotaviralin | 0,1ml | 0,1ml | 0,1ml [ 0,1mll 0,Imlf 0,1ml | 0,1ml | 0,1ml | 0,1 ml
doza de lucru (4 UA)

Rezultatul RICOA - - - - - - - 3+ 4+

Ca martori se folosesc:

Martor 1: 0,1 ml de solutie fiziologicd si 0,1 ml de antigen rotaviral in doza de lucru de 4 UA.

Martor 2: 0,1 ml de ser sau produs ascitic imun antirotaviral SA-11 in dilutie 1:8 si antigen rotaviral in doza de
Iucru de 4 UA.

Martor 3: 0,1 ml de ser uman normal in dilutie de 1:2 si antigen rotaviral in doza de lucru de 4 UA.

Amestecurile se agitd si se expun pentru 10-15 min la temperatura de 22-25°C. Peste 10-15 min pe lame
degresate se aplicd cate 20 ul de amestec, ce contine ser diluat si antigen rotaviral in doza de lucru, $i martorii 1, 2
si 3 in volum de 20 ul. Ulterior la fiecare din amestecurile nominalizate se adaugd cite 20 ul de “Rotatest”.
Componentele se amestecd usor, apoi se expun pentru 5-10 min la temperatura de 22-25°C, periodic clatinind
lamele. Aprecierea rezultatelor reactiei se efectueaza dupd scara de 4+ descrisd mai sus. Reactia este supusd
scontdrii numai in cazul in care martorii 1 si 3 sunt pozitivi (are loc coaglutinarea la scara de 3-4+), iar martorul 2
este negativ (absenta coaglutindrii). Dilutia maxima a serului de la bolnav in care coaglutinarea este absentd se
apreciazi ca fiind valoarea titrului serului. in exemplul prezentat absenta coaglutinirii in dilutia de 1:128 denoti ci
in proba (serul examinat) se contin anticorpi antirotaviral in titrul de 1:128.
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Astfel, rezultatele mentionate mai sus demonstreaza ca metoda propusa sporeste semnificativ sensibilitatea si
specificitatea evaludrii anticorpilor antirotavirali in serurile bolnavilor.

(57) Revendicare:

Metoda de evaluare a anticorpilor antirotavirali, ce include determinarea anticorpilor cu ajutorul unui antigen-
test prin reactia de inhibare a aglutindrii si aprecierea titrului anticorpilor, caracterizati prin aceea ci se
utilizeazd un antigen-test stafilococic, ce contine proteina A, sensibilizat cu imunoglobuline specifice.

(56) Referinte bibliografice:
1. Spanu C., Grusco T., Scoferta P. et al. Infectia rotaviroticd - etiologia, epidemiologia, clinica si
diagnosticul de laborator. Instructii metodice. Chisindu, 1992, p. 20
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