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(57) Rezumat:
1

Inventia se referd la medicind, in special la
imunologie si poate fi utilizata pentru
diagnosticul  diferentiat al  intoxicatiei
endogene, cauzata de streptococul -hemolitic
sau de micobacteria tuberculozei la diferite
grupuri de varsta.

Conform inventiei, metoda consta in aceea
ca se prepara o suspensie de leucocite
prelevate de la pacient, s¢ determind cantitatea
finala a biomarkerului TNF-o. conform
formulei revendicate si in cazul in care la copii
de pana la 18 ani pentru TNF-o final se
determind valori cuprinse in intervalul
2,0...2,07 se diagnosticheazd o intoxicatie

2
endogend cauzatd de streptococul -hemolitic,
iar in cazul in care valorile sunt mai mari de
2,08 se diagnosticheazd o intoxicatie endogena
cauzatd de micobacteria tuberculozei, in cazul
cand la maturi de peste 18 ani pentru TNF-o
final se determind valori cuprinse in intervalul
6,55...6,87 se diagnosticheaza o intoxicatie
endogend cauzata de streptococul 3-hemolitic,
iar cand se obtin valori mai mari de 6,88 se¢
diagnosticheazd o intoxicatie endogend cauzata
de micobacteria tuberculozei.
Revendicari: 1



(54) Method for differential diagnosis of endogenous intoxication caused by B-
hemolytic streptococcus or tuberculosis mycobacterium in different age

groups

(57) Abstract:
1

The invention relates to medicine, in
particular to immunology, and can be used for
differential ~ diagnosis  of  endogenous
intoxication caused by -hemolytic
streptococcus or tuberculosis mycobacterium
in different age groups.

According to the invention, the method
consists in that is prepared a suspension from
leukocytes taken from the patient, 1is
determined the final content of TNF-a
biomarker according to the claimed formula
and in the case when in children under 18
years for the final TNF-o are determined
values in the range 2.0...2.07 is diagnosed the

2
endogenous intoxication caused by f-
hemolytic streptococcus, and in the case when
the values are greater than 2.08 is diagnosed
the endogenous intoxication caused by
tuberculosis mycobacterium, in the case when
in adults over 18 years for the final TNF-o are
determined values in the range 6.55...6.87 is
diagnosed the endogenous intoxication caused
by B-hemolytic streptococcus, and when are
determined values greater than 6.88 1is
diagnosed the endogenous intoxication caused
by tuberculosis mycobacterium.
Claims: 1

(54) Metoa nudgepeHINANBHON TUATHOCTUKH YHAOTeHHOM HHTOKCUKAMM
BbI3BAHHOM B-reMOJMTHYECKHM CTPENTOKOKKOM WJIH MUKOOAKTEpHeH
Ty0epKyJaé3a B pa3HbIX BO3PACTHBIX IPyNnax

(57) Pedepar:

W300peTeHre OTHOCHTCS K ME/THITHHE, B
YaCTHOCTH K HMMYHOJIOTHH H MOXET OBITH
UCIIONB30BaHO I jaup(hepeHIHATFHON
JIMATHOCTHKH ~ OHJOTCHHOM  HHTOKCHKAITHH
BBI3BAHHOM  [3-TEMOIMUTHYECKHM  CTPEHTO-
KOKKOM HJIH MHKOOakTepueid TyOepkyné3a B
Pa3HBIX BO3PACTHBIX TPYIIIaX.

CornacHo U300peTEHUI0, METO, COCTOHT B
TOM YTO TOTOBAT CYCIICH3HIO U3 JICHKOITHTOB
B3SATHIX OT ITAITHEHTA, ONMPEACIIIOT (PUHATIFHOES
comepxanue Ouomapképa TNF-o cormacHo
3asBICHHOM (opMylle H B ClIydae Korjga y
gereit go 18 mer mms ¢uuamsHOoro TNF-o
OLIpeIeILIIOT 3HaueHus B unTepsaie 2,0...2,07
JUaTHOCTHPYIOT SHIOTCHHYI0 HHTOKCHKAITHIO

2
BHI3BAHHYI0  [}-TEMONHTHYECKHM  CTPEHTO-
KOKKOM, a B CIIydae KOTJ/Ia 3HA4CHHS BBIIIC
2,08 JUATHOCTHPYIOT SHIOICHHYIO
HHTOKCUKAITHIO BBI3BAHHYI0 MHKOOAKTEpHEH
TyOepKyle3a, B CIydae KOIJIa Y B3POCIBIX
crapme 18 mer gua ¢uuansHoro TNF-o
OUPEACIAIOT  3HAYCHHS B HHTEpBAIC
6,55...6,87  JIMAarHOCTHPYIOT  JHJIOTCHHYIO
HHTOKCUKAITHIO BBI3BaHHYIO B-
TEMOJIUTHYCCKHM CTPEITOKOKKOM, a KOIJIa
ONPEIEIAIOT 3HAYECHUSA BBIIIIE 6,88
JIHATHOCTHPYIOT JHAOICHHYI0 HHTOKCHKAITHIO
BEI3BAHHYIO0 MHKOOAKTEpHEH TyOepKyIIesa.
I1. popmymsr: 1
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Descriere:

Inventia se referd la medicina, in special la imunologie si poate fi utilizatd
pentru diagnosticul diferentiat al intoxicatiei endogene cauzate de streptococul -
hemolitic sau de micobacteria tuberculozei la diferite grupuri de varsta.

in calitate de cea mai apropiatd solutie este cunoscutd metoda de determinare a
intoxicatiei endogene, care constd in determinarea indicelui leucocitar al
intoxicatiei (ILI), propusd de [Kalf-Khalif, 1941]. Metoda este bazatd pe
cuantificarea diferitor grupari celulare din sirul leucocitar sangvin, iar ILI se
determind in baza relatiei:

- (4MIE + 3T + 2N +15)-(CP +1)
(M +L)-(E+1)
unde: MIE — mielocite, T — tinere, N — neutrofile nesegmentate, S — neutrofile
segmentate, CP — celule plasmatice, M — monocite, . — limfocite, E — eozinofile.
in normai acest indice constituie 0,3...1,5 unitati.

In procesele inflamatorii, indicele leucocitar al intoxicatiei este crescut.
Cresterea nivelului ILI pand la 4...9 indicd asupra componentei bacteriene
ponderabile a intoxicatiei endogene. Cresterea ILI este determinatd de disparitia
eozinofilelor, marirea continutului de componente leucocitare segmentate, celule
plasmatice $i micsorarea numarului de limfocite. Indicele leucocitar al intoxicatiei
Kalf-Khalif ia in calcul un sir de caracteristici bazate pe apartenenta functionald a
diferitor grupuri celulare incluse in formula leucocitara. ILI este un indice simplu,
accesibil si destul de informativ cu privire la gravitatea intoxicatiei endogene,
utilizat 1n practica clinica [1].

Dezavantajul metodei descrise constd in aceea ca exactitatea ei scade
semnificativ odatd cu progresarea intoxicatici endogene care este Insotitd de
suprimarea mecanismelor de protectie imund si formarea semnelor de insuficientd
organicd. De asemenea, drept neajuns al metodei poate fi considerat si faptul ca
odatd cu aparitia la bolnavi a semnelor de alergizare (continut inalt de eozinofile),
formula de calcul al ILI nu functioneaza, deci nu poate fi aplicatd, totodatd nu se
determind specificul intoxicatiei endogene si nu poate fi facut un diagnostic
diferentiat.

Problema pe care o rezolva inventia propusd constd in elaborarea unei metode
de determinare a specificitdtii intoxicatiei endogene care ar fi eficientd la pacientii
cu niveluri inalte ale eozinofilelor la diferite grupuri de varstd si ar putea fi
utilizatd pe larg in practica de laborator.

Metoda, conform inventiei, inldturd dezavantajele mentionate mai sus prin
aceea cd se prepard o suspensie de leucocite prelevate de la pacient, se determind
cantitatea finald a biomarkerului TNF-¢, conform formulei:

TNF-o final — TNF-a in eprubeta, pg/ml 10000,

Cantitatea totald a celulelor, unitéti

in cazul in care la copii de pand la 18 ani pentru TNF-o final se determind valori
cuprinse in intervalul 2,0...2,07 se diagnosticheazd o intoxicatie endogend cauzatd
de streptococul -hemolitic, iar in cazul in care valorile sunt mai mari de 2,08 se
diagnosticheaza o intoxicatie endogend cauzatd de micobacteria tuberculozei, in
cazul cand la maturi de peste 18 ani pentru TNF-o final se determind valori
cuprinse in intervalul 6,55...6,87 se diagnosticheazd o intoxicatie endogend
cauzatd de streptococul -hemolitic, iar cand se obtin valori mai mari de 6,88 se
diagnosticheazd o intoxicatie endogend cauzatd de micobacteria tuberculozei.

Rezultatul inventiei constd in crearea unei metode de determinare a
specificitatii intoxicatiei endogene eficiente la pacientii cu niveluri inalte ale
eozinofilelor la diferite grupuri de varstd care ar putea fi utilizatd pe larg in
practica de laborator.

Intoxicatia endogend este un sindrom polietiologic si polipatogen caracterizat
prin acumularea 1n tesuturi si lichidele biologice a substantelor endogene toxice.

Printre sursele de endotoxine pot fi nominalizate:
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- produsele dezintegrarii celulare, improprii sistemului imunitar, antigenii i
complexele agresoare imune;

- toxinele microbiene (exo- si endotoxinele) si alfi factori ai patogenitatii
microorganismelor (patogene, conditionat patogene, nepatogene);

- mediatorii inflamatiei, citokinele, prostaglandinele, leucotrienele, proteinele
fazei acute s.a. compusi biologic activi.

Unul dintre mediatorii endogeni de baza ai inflamatiei si posibil unul dintre
agentii universali implicati in realizarea sindromului intoxicatiei endogene este
factorul de necroza tumorald, exprimat prin cele doud forme ale sale - TNF-o si
TNF-f. Este capabil sd induca in vivo necroza hemoragicéd a unor celule tumorale,
fard a afecta celulele normale. Pe langd aceasta, induce socul dacd elaborarea lui
este conditionata de endotoxinele bacteriene.

in conditii normale factorul de necrozi tumorald este elaborat de citre multe
tipuri de celule (fagocitele mononucleare, limfocitele B, limfocitele T, celulele NK
(natural killer), leucocitele polimorfonucleare, mastocite si bazofile, celulele
endoteliului vaselor).

Titrurile sale cresc la infectare, cdnd In organism patrund endotoxinele
bacteriene. Concentratiile inalte, determinate in caz de sepsis gram-negativ,
reprezintd cauza principald a instaldrii socului septic.

Din aceste considerente, TNF-o a fost selectat in calitate de marker biologic al
intoxicatiei endogene.

Avantajele metodei revendicate constau in:

- determinarea specificitdtii intoxicatiel endogene, care este imposibild in
cazul aplicarii celei mai apropiate metode;

- aplicarea metodei revendicate permite a efectua analiza diferentiatd intre
etiologia streptococica si cea tuberculoasd a intoxicatiei endogene;

- metoda propusd a identificat intoxicatia endogend specifica de 22 ori mai
frecvent la copiii cu tuberculoza si de 2 ori mai frecvent la maturii cu tuberculoza
la antigenii micobacteriei tuberculoase, comparativ cu aplicarea indicelui
leucocitar al intoxicatiei Kalf-Khalif;

- exprimarea productiei induse de TNF-c¢. in pg/ml/10000 celule permite
obtinerea unor rezultate precise indiferent de cantitatea de celule izolate la un
bolnav sau altul, sau de pierderile de celule la procedura de spélare.

Exemplu concret de realizare a inventiei

Metoda revendicatd constd din urmdtoarele etape: izolarea celulelor, cultivarea
si determinarea cantitatii biomarkerului TNF-a.

Etapa 1. Intr-o eprubeta sterild se prelevd sange din vena cubitala in volum de
3,0 ml. In prealabil, in eprubeti se toarni solutie de heparini pe mediul 199,
reiesind din calculul 25 UN la 1,0 ml singe. Se prepard amestecul pentru
sedimentarea sdngelui (3 parti mediu 199 si 1 parte gelatind 10%) in volum de 3,0
ml. Sangele si amestecul pentru sedimentare se¢ amesteca si se plaseazid intr-un

termostat pentru 30 min la 37°C in pozitie verticald pentru sedimentarea
eritrocitelor. Dupd care, suprenatantul ce contine suspensia celulard leucocitard se
colecteaza ntr-o eprubetd curata si se centrifugheazd timp de 10 min la o forta
relativa de centrifugare (RCF) de 175 RCF. Dupa aceasta supernatantul se arunca,
iar celulele ramase se resuspendd in 3,0 ml mediu 199. intr-o eprubeta curata se
toarnd cate 1,0 ml suspensie celulard si se adaugd cite 2,0 ml mediu 199. In
eprubetd se numiri celulele dupa metoda standard utilizand camera Goreaev. In
acest timp are loc o producere spontana de TNF-a.

Etapa 2. Cultura obtinutd in etapa 1 se plaseaza in termostat la o temperatura de
35°...37°C si se incubeaza timp de 48 ore.

Etapa 3. Cultura de celule se resuspendd in mediul pentru crestere si se
centrifugheaza timp de 10 min la 175 RCF. Dupa care, se preleva supernatantul si
prin metoda de analizd imunoenzimaticd standard se determind titrul TNF-a.
Pentru determinarea TNF-o In metoda propusa s-a utilizat kit-ul de reactivi ai
firmei "Bextop—BECT" (Federatia Rusa).
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Dat fiind cd la fiecare dintre bolnavi se izoleaza o cantitate diferitd de celule
producatoare de TNF-o, pentru alinierea datelor obtinute rezultatul final al
productiei de TNF-a final se calculeazd in baza formulei:

TNF-o final — TNF-a in eprubeta, pg/ml 10000,

Cantitatea totald a celulelor, unitéti
si se exprima in pg/ml/10000 celule.
Exemplul 1
Bolnavul A., 4 ani, diagnosticul — tonsilitd cronicd decompensata.
In eprubeta dupd incubare s-a determinat cantitatea TNF-q, care a constituit 9,9
pg/ml, iar cantitatea totald a celulelor In eprubetd a constituit 48231 unitati,
respectiv rezultatul final al productiei de TNF-q calculat este:

INF —a final =—2—x10000 = 2,05 pe/ml.
48231

In cazul dat se diagnosticheaza o intoxicatie endogend cauzatd de streptococul
3-hemolitic.

Exemplul 2

Bolnavul B., 7 ani, diagnosticul — tonsilitd cronicd compensata.

In eprubeta dupa incubare s-a determinat cantitatea TNF-o, care a constituit
15,6 pg/ml, iar cantitatea totala a celulelor in eprubetd a constituit 56486 unitati,
respectiv rezultatul final al productiei de TNF-c calculat este:

INF —a final =—>2 10000 = 2,76 pg/m.
56486

in cazul dat se diagnosticheazi o intoxicatie endogena cauzati de micobacteria
tuberculozei.

Exemplul 3

Bolnavul B., 19 ani, diagnosticul — tonsilitd cronicd compensata.

in eprubeta dupa incubare s-a determinat cantitatea TNF-o, care a constituit
39,2 pg/ml, iar cantitatea totald a celulelor In eprubetd a constituit 54682 unititi,
respectiv rezultatul final al productiei de TNF-c. calculat este:

INF —a final =—22 x 10000 = 7,16 pa/ml.
54682

In cazul dat se diagnosticheaza o intoxicatie endogend cauzata de micobacteria
tuberculozei.
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(57) Revendicari:

Metodd de diagnostic diferentiat al intoxicatiei endogene, cauzatd de
streptococul [-hemolitic sau de micobacteria tuberculozei la diferite grupuri de
varsta care constd In aceea cd se prepard o suspensie de leucocite prelevate de la
pacient, se determind cantitatea finald a biomarkerului TNF-o, conform formulei:

TNF-o, final = TNF-a in eprubetd, pg/ml - x10000,  in

Cantitatea totald a celulelor, unitdti

cazul in care la copii de pand la 18 ani pentru TNF-a final se determind valori
cuprinse in intervalul 2,0...2,07 se diagnosticheaza o intoxicatie endogend cauzatd
de streptococul f-hemolitic, iar in cazul in care valorile sunt mai mari de 2,08 se
diagnosticheaza o intoxicatic endogena cauzatda de micobacteria tuberculozei, in
cazul cand la maturi de peste 18 ani pentru TNF-o final se determind valori
cuprinse in intervalul 6,55...6,87 se diagnosticheazd o intoxicatie endogend
cauzatd de streptococul B-hemolitic, iar cand se obtin valori mai mari de 6,88 se
diagnosticheaza o intoxicatie endogena cauzatd de micobacteria tuberculozei.
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