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Introducere

Unul din principalele obiective ale Programului Natiunilor Unite in
HIV/SIDA (UNAIDS) si Organizatiei Mondiale a Sanatitii (OMS) este
coordonarea la nivel mondial a eforturilor de combatere a epidemiei
HIV/SIDA si consecintelor acestei infectii, optimizarea si dezvoltarea
continud a asigurarii $1 managementului calitatii In domeniul diagnosticului
de laborator al infectiei HIV/SIDA, armonizarea cerintelor in acest
domeniu cu recomandarile internationale, stabilirea cerintelor care reiese
din conditiile si particularitatfile nationale de raspindire a infectiei
HIV/SIDA.

Un aspect important al activitdfii acestor organisme internationale
prezintd elaborarea recomandarilor de realizare calitativa a diferitor
activitdfi in domeniul supravegherii epidemiologice, profilaxiei,
diagnosticului, tratamentului, consilierii i testarii voluntare, acordarii
suportului social si ingrijirilor paliative, care prezintd un sprijin important
in elaborarea politicilor, cadrului legislativ s1 normativ-tehnic in domeniul
infectiei HIV.

Prezentul Ghid a fost elaborat in baza recomandarilor UNAIDS si OMS
[1, 2, 3 etc.] si cerintelor Standardului Moldovean SM SR EN ISO/CE
15189/2010 [4]. Ghidul prezintd un act normativ pentru laboratoarele si
sectille de diagnosticare a infectiei HIV, laboratoarele de diagnostic clinic
care asigurd testarea rapida a gravidelor, precum si pentru specialistii
implicati in activitati de supraveghere epidemiologicd, inclusiv de sentinela.
Ghidul va servi baza pentru implementarea unui sistem al calitdtii in
realizarea activitdfilor din cadrul supravegherii epidemiologice a infectiei
HIV/SIDA, masurilor profilactice, diagnosticului individual si asigurarii
securitdtii  hemotransfuzionale = conform  cerintelor nationale  si
recomandarilor internationale.
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Capitolul 1

SCURT ISTORIC PRIVIND TESTAREA
DE LABORATOR LA INFECTIA
HIV IN REPUBLICA MOLDOVA

Primele testari la infectia HIV/SIDA au fost lansate in aprilie 1987, c¢ind
la baza laboratorului imunologic al Spitalului Clinic Republican au fost
efectuate primele investigatii cu utilizarea echipamentului ELISA si test-
sistemelor de depistare a anticorpilor anti-HIV1 bazate pe antigene naturale
virale HIV1 (prima generatie de teste) produse in Rusia. In septembrie 1987
echipamentul a fost transferat la Statia Sanitaro-Epidemiologica
Republicana, in cadrul careia a fost creat primul laborator de diagnosticare
a infectiei HIV/SIDA. Dupa sase ani de la descrierea primelor cazuri de
SIDA in SUA si trei ani dupa descoperirea agentului etiologic al SIDA-ei1
au fost lansate primele testdri la infectia HIV. Din start a fost introdusa
testarea ampld a singelui donat in scopul asigurdrii inofensivitatii
hemotransfuziilor si investigatia persoaneclor striine. In acest an pentru
prima datd in tarda au fost depistate primele opt cazuri cu infectia HIV,
inclusiv la un cetatean al republicii Moldova.

Perioada anilor 1988-1995 a fost caracterizata prin detectia anuald a
cazurilor sporadice in unele teritorii, preponderent in rindurile studentilor
straini molipsiti pe cale sexuald. In acesti ani au fost inregistrate si raportate
in total 40 cazuri de HIV, din care 21 persoane strdine si 19 — cetdteni ai
Republicii Moldova. In anii 1996-2001 infectia HIV se extinde in teritorii
cu raspindirea preponderenta in rindul utilizatorilor de droguri injectabile.

Anii 1996-2002 se caracterizeaza prin extinderea teritoriala a infectiei cu
raspindirea preponderentd in rindul utilizatorilor de droguri intravenos
(UDI). Incepind cu anul 2002 infectia se inregistreazi in toate teritoriile
administrative, inclusiv in teritoriile rurale. In structura cailor de
transmitere incepe a predomina cota de persoane infectate pe cale sexuala.
In grupul persoanelor infectate permanent creste cota femeilor, inclusiv
gravidelor.

Catre finele anului 2010 in republica au fost inregistrate 1in total 6404
persoane infectate cu virusul HIV1, prevalentd 155,94 la 100 mii populatie
[5], inclusiv 4363 — in teritoriile de pe malul drept al riului Nistru (120,11
la 100 mii) si 2041 — 1in teritoriile de est (378,59 la 100 mii populatie);
prevalenta HIV estimata in 2010 — 0,37%, 1ar in 2015 — 0,44%. in anul
2010 au fost inregistrate 704 cazuri noi de infectia HIV1, indicele de
prevalenta fiind 17,12 la 100 mii populatie. Infectia se inregistreaza in toate
teritoriile administrative cu prevalentda inaltd in mun. Balfi (860,99 la 100
mii), r. Ribnita (609,61), or. Tiraspol (579,45), r. Slobozia (302,44,), or.
Bender (248,31), raioanele Grigoriopol — 210,35, Floresti — 179,91, Glodeni
— 150,16, Basarabeasca — 132,65, Singerei — 131,27 Falesti — 103,33 etc.



Infectia HIV prezinti o prioritate majord de sinitate publici. In
conformitate cu clasificarea OMS, actualmente infectia HIV/SIDA se afla
in stadiul de epidemie concentratd cu transmiterea preponderenta pe cale
heterosexuala (tab. 1).

Tabelul 1. Trei stadii de desfasurare a epidemiei infectie1 HIV [6]

Epidemie de nivel jos | Nivelul epidemiei in tard 1in care HIV nu s-a raspindit la
niveluri semnificative n orice subpopulatie, desi infectia cu
HIV existd de mai multi ani. Prevalenta HIV nu a depasit 1n
mod constant de 5%, in orice subpopulatie definita.

Epidemie concentratd | Epidemia HIV s-a raspindit in tard rapid intr-o subpopulatie
definitd, dar nu este bine stabilitd In populatia generala.
Prevalenta HIV este in mod constant > 5% 1n cel putin intr-o
subpopulatie definitd si este de <1% la femeile gravide in
zonele urbane.

Epidemie Epidemia in tard in care HIV este ferm raspindit in populatia
generalizata generala. Prevalenta HIV este in mod constant >1% la femeile
gravide.

In republicd au fost realizate 3 programe nationale de prevenire si
control al infectiei HIV. Actualmente este aprobata si se realizeaza a IV-lea
program national de prevenire si control al infectiei HIV/SIDA si infectiilor
cu transmitere sexuala pentru anii 2011-2915 [7].

1.1. Scopul si obiectivele testarii la infectia HIV

In Republica Moldova testarea populatiei la infectia HIV/SIDA serveste
scopurilor evaludrii situatiei epidemiologice in tara, in zonele geografice si
teritoriille administrative pe verticala si orizontald, depistarea grupelor
vulnerabile de populatie pentru planificarea masurilor de redresare a
situatiei, de elaborare a politicilor si repartizarea resurselor umane si
financiare in cadrul realizarii programelor nationale de profilaxie si control,
elabordrii prognozelor, planificarea masurilor de ajutoare sociale si
paliative persoanelor infectate etc. Aceste activitati se realizeaza in cadrul
Angajamentelor Globale la Obiectivele de Dezvoltare a Mileniului, ale
caror parte este s1 Republica Moldova. Conform PN 2011-20135, acest scop
este stoparea raspindirii infectiei HIV si redresarea tendintei actuale [5].

Obiectivele de baza ale testarii diferitor contingente de populatie sunt
urmatoarele:

- Supravegherea epidemiologicd a infectiei HIV/SIDA 1in teritoriul

tarii;

- Asigurarea securitatii hemotransfuziilor;

- Profilaxia transmiterii materno-fetale;

- Diagnosticul individual al infectiei in scopul acordarii tratamentului

specific cu preparate antiretrovirale (ARV), prestarii serviciilor de
ingrijiri i suport.
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1.2. Infrastructura retelei de laboratoare diagnostice HIV/SIDA

Testarile de laborator sunt efectuate de 17 laboratoare si sectii
diagnostice acreditate in cadrul institufiillor medico-sanitare respective.
Toate laboratoarele si sectiile indeplinesc testari de screening, deservind cu
aceste investigatii IMSP departamentale si private (tab. 2).

Tabelul 2. Structura si functiile laboratoarelor si sectiilor de diagnosticare a
HIV/SIDA in Republica Moldova

Nr. Institutia medico- Profilul investigatiilor la IMSP deservite din
d/o sanitard, denumirea infectia HIV/SIDA teritorii:
laboratorului, sectiei
1. | CNSP, Centrul de 1. Testarile de screening 1) IMSP republicane
profilaxie si combatere a | SE, profilactice si dislocate in mun.
SIDA, laboratorul de diagnostice Chisinau;
diagnosticare a 2) raioanele: Anenii
HIV/SIDA Noi, Calaras,
Criuleni,
Ialoveni, Nisporeni,
Straseni;
3) Institutii private
2. Testarile de confirmare | Toate teritoriile
a infectiei cu HIV/SIDA. | republicii
2. | CSP mun. Chisindu Testarile de screening SE, | IMSP municipale
profilactice si diagnostice | Chisindu
3. | CSP mun. Balti, labora- Testarile de screening SE, | IMSP mun. Balti,
torul microbiologic, profilactice si diagnostice | raioanele: Drochia,
sectia de diagnosticare a Falesti, Floresti,
HIV/SIDA Glodeni, Riscani,
Singerei, Telenesti
4. | CSP r. Comrat, labora- Testarile de screening SE, | IMSP raioanele:
torul microbiologic, profilactice si diagnostice | Comrat, Ciadir-Lunga,
sectia de diagnosticare a Taraclia, Basarabeasca;
HIV/SIDA
5. | CSPr. Leova, laboratorul | Testarile de screening SE, | IMSP raionale Leova
microbiologic, sectia de | profilactice si diagnostice
diagnosticare a
HIV/SIDA
6. | CSP r. Edinet, laboratorul | Testarile de screening SE, | IMSP raioanele: Edinet,
microbiologic, sectia de | profilactice si diagnostice | Briceni, Donduseni
diagnosticare a
HIV/SIDA
7. | CSPr. Orhei laboratorul | Testarile de screening SE, | IMSP raioanele Orhei,
microbiologic, sectia de | profilactice si diagnostice | Rezina, Soldanesti,
diagnosticare a
HIV/SIDA
8. | CSP r. Hincesti, laborato- | Testarile de screening SE, | IMSP raioanele
rul microbiologic, sectia | profilactice si diagnostice | Hincesti, Cimiglia;
diagnosticare HIV/SIDA
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CSP r. Causeni, labora-
torul microbiologic,
sectia diagnosticare a
HIV/SIDA

Testarile de screening SE,
profilactice si diagnostice

IMSP raioanele
Causeni, Stefan Voda

Singelui Tiraspol,
laboratorul diagnosticare
a infectiilor hemotrans-
misibile

ELISA a singelui donat
2) Testarea PCR HIV1 a
singelui donat

10. | CSP r. Soroca, labora- Testarile de screening SE, | IMSP raioanele Soroca
torul microbiologic, profilactice si diagnostice
sectia diagnosticare a
HIV/SIDA

11. | CSP r. Ungheni, labora- | Testdrile de screening SE, | IMSP raioanele
torul microbiologic, profilactice si diagnostice | Ungheni
sectia de diagnosticare a
HIV/SIDA

12. | CSP r. Ocnita, laboratorul | Testarile de screening SE, | IMSP raioanele Ocnita
microbiologic, sectia de | profilactice si diagnostice
diagnosticare a HIV/SIDA

13. | CSP r. Cahul, laboratorul | Testarile de screening SE, | IMSP raioanele Cahul,
microbiologic, sectia de | profilactice si diagnostice | Cantemir, Vulcanesti
diagnosticare a HIV/SIDA

14. | CNTS, laboratorul de 1) Testarea de screening IMSP cu sectii de
diagnosticare a infectiilor | ELISA a singelui donat transfuzie a singelui,
hemotransmisibile 2) Testarea PCR HIV1 a conform distribuirii

singelui donat CNTS (mun. Chisinau,
raioanele: Anenii Noi,
Cahul Cantemir Calarag
Causeni, Cimislia,
Hincesti, Nisporeni,
Orhei, Stefan Voda,
Taraclia, Ungheni,
Comrat, Ceadir-Lunga
15. | CRTS mun. Balti 1) Testarea de screening IMSP cu sectii de
ELISA a singelui donat transfuzie a singelui,
2) Testarea PCR HIV1 a conform distribuirii
singelui donat CNTS (mun. Balti,
raionale Drochia,
Edinet, Soroca)

16. | Centrul de Profilaxie si Testarile de screening SE, | IMSP din teritoriile
Control al infectiei profilactice si diagnostice | administrative din
HIV/SIDA si maladiilor stinga riului Nistru
infectioase din or. (mun. Tiraspol, Bender,
Tiraspol raionale Camenca,

Dubdsari, Grigoriopol,
Ribnuta, Slobozia)
17. | Centrul de Transfuzie a 1) Testarea de screening IMSP din teritoriile

administrative din
stinga riului Nistru (or.
Tiraspol, Bender,
Ribnita)

Investigatiile molecularo-genetice prin metoda PCR sunt efectuate in 5
laboratoare:
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Laboratorul de referinta in microbiologice din cadrul CNSP;
(diagnosticare HIV/SIDA);

Laboratorul din cadrul IMSP SCBI ,,Toma Ciorba” (investigatii PCR
in scop de monitorizare a tratamentului ARV si diagnostic);
Laboratoarele CNTS, CRTS Bélti - controlul singelui donat;
Laboratorul Centrului SIDA Tiraspol (investigatii PCR in scop de
monitorizare a tratamentului ARV, diagnostic si controlul singelui
donat).

In teritoriile din dreapta rfului Nistru functioneaza 15 laboratoare si sectii,
inclusiv un laborator in cadrul CNSP, Centrului SIDA, 2 laboratoare — in
cadrul centrelor de transfuzie a singelui (CNTS si CRTS mun. Balti) si 12
sectil activeaza in cadrul CSP municipale si raionale in cadrul laboratoarelor
microbiologice.

In teritoriul din estul tarii functioneaza 2 laboratoare: in cadrul Centrului
de Profilaxie si Combatere al infectiei HIV/SIDA si maladiilor infectioase
din or. Tiraspol si Centrului de Transfuzie a Singelui Tiraspol. In anul 2011
se prevede deschiderea unui laborator nou in IMSP Spital Raional Ribnita.

Laboratorul de diagnosticare a HIV/SIDA din cadrul CNSP, Centrului

SIDA indeplineste urmatoarele functiile de baza:

Elaborarea proiectelor de acte normative, metodice, ordine si dispozitii
ale MS si CNSP, instructiuni etc. in diagnosticul de laborator al
infectiei HIV/SIDA.

Perfectarea permanentd a calificativului statelor de specialisti care
activeaza in laboratoarele si sectiile SIDA (organizarea seminarelor de
lucru, pregétirea la locul de munca);

Participarea in activitdafi de achizitionare a testelor, echipamentelor,
accesoriilor, consumabilelor pentru dotarea centralizatda a
laboratoarelor teritoriale prin evaluarea necesitdtilor, inaintarea
propunerilor in adresa MS si organizatiilor internationale, pregatirea
caietelor de sarcini, participarea la licitatii publice, precum si
repartizarea bunurilor achizitionate;

Efectuarea vizitelor de evaluare a activitatii laboratoarelor si sectiilor
teritoriale de diagnosticare a SIDA, inclusiv controlului calitatii
testarilor la infectia HIV, regimului antiepidemic etc.;

Prelucrarea statistici lunard a datelor privind contingentele de
populatie testate in luna de gestiune si de la inceputul anului la
HIV/SIDA in functie de teritorii administrative, coduri de contingent,
sexul, laboratoarele teritoriale si prezentarea acestor date in sectia
epidemiologie pentru utilizarea in activitdifi de supraveghere
epidemiologica si profilactice;

Asigurarea testdrilor de confirmare a infectiei HIV1 si HIV2 pentru
toate teritoriile administrative ale republicii.

Laboratoarele diagnostice ce activeaza in cadrul centrelor de
hemotransfuzie asigurd testarea singelui donat in scop de asigurare a
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inofensivitatii hemotransfuziilor.

Laboratoarele din cadrul CSP efectueaza testarile in cadrul supravegherii
epidemiologice a infectie1 HIV/SIDA, profilaxiei infectarii materno-fetale si
diagnosticului individual al acestei infectii.

1.3. Supravegherea epidemiologica a infectiei HIV/SIDA
in Republica Moldova

Supravegherea epidemiologicd a infectiet HIV/SIDA este parte
organicd in cadrul politicii nationale a sistemului de supraveghere a
maladiilor infectioase si prezintd elementul cheie in planificarea si realizarea
programelor nationale si teritoriale de prevenire si control al acestei infectii in
tara siin teritoriile administrative.

Supravegherea epidemiologicd a infectiet HIV/SIDA 1in teritoriul
Republicii Moldova se efectueazd de Serviciul de Supraveghere de Stat a
Sanatatii Publice in conformitate cu Lege Nr. 10 din 03.02.2009 privind
supravegherea de stat a sanatatii publice [8], ,,care reglementeaza organizarea
supravegherii de stat a sanatatii publice, stabilind cerintele generale de
sdnatate publica, drepturile si obligatiile persoanelor fizice si juridice si
modul de organizare a sistemului de supraveghere de stat a sanatatii publice”,
inclusiv ,,supravegherea, prevenirea i controlul bolilor transmisibile”.

Activitatile Tn domeniul HIV/SIDA se reglementeaza de Lege cu privire la
profilaxia infectiei HIV/SIDA nr. 23-XV din 16.02.2007 [9]. Datele
activitdtilor realizate in cadrul supravegherii epidemiologice servesc baza
pentru evaluarea nivelului de raspindire in teritoriu, depistarea grupelor
vulnerabile de populatie si planificarea masurilor profilactice, pentru
elaborarea politicii $1 repartizarii resurselor necesare pentru realizarea
programelor profilactice, de tratament si suport persoanelor infectate,
prognosticarea situatiei epidemiologice etc.

Activitatile de supraveghere se efectueaza de catre organele de stat ale
sanatatii publice. Supravegherea se bazeazd pe colectarea informatiilor
necesare pentru monitorizarea infectiei. Sistemul utilizeaza mai multe date
privind particularitatile raspindirii in tara si in diferite teritorii, datele privind
factorii care actioneaza asupra caracterului raspindirii, rezultatele diferitor
activitati, cum ar fi consilierea si testarea voluntarda, screeningul singelui
donat, datele testarilor diagnostice etc.

Activitatile supravegherii epidemiologice a infectiei HIV sunt expuse si se
indeplinesc in conformitate cu Protocolul National in supravegherea
epidemiologicd de generatia a II-a si manualul operational in supravegherea
epidemiologicd a HIV/SIDA in Republica Moldova [10].

1.4. Screeningul singelui donatla marcheri ai virusului HIV 1/2

1.4.1. Testarea singelui donat se efectueaza de trei laboratoare din cadrul
centrelor de hemotransfuzie organizate si dotate cu echipamente
Asigurarea securitatii transfuzionale se efectueaza in conformitate cu
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cerintele stipulate in actele legislative si normativ-tehnice elaborate in baza
recomandarilor OMS:

Legea privind donarea si transfuzia sanguind nr. 241-XVI din
20.11.2008 [11];

Programul National ,,Securitatea transfuzionald si autoasigurarea tarii
cu preparate sanguine pentru anii 2007-2011” aprobat prin Hotarirea
Guvernului nr. 637 din 07.06.2007 [12];

Algoritmele de testare a singelui donat , inclusiv ,,Algoritmul de testare
a singelui donat la marcherii infectieit HIV prin metoda
imunoenzimatica si de polimerizare in lant, validarea unitdfii de
singe/component recoltata si calificarea donatorului” [13].

1.4.2. In conformitate cu algoritmul aprobat [13], testarii la marcherii HIV
se supune fiecare unitate a singelui donat care include:

Testarea cu test-sisteme imunoenzimatice de tip ,,combo” destinat
depistarii concomitente a anticorpilor anti-HIV1 grup M si 0, anti-
HIV2 si antigenului al HIV1;

Testarea amestecului din 10 mostre de plasmd pentru care au fost
obtinute rezultate negative la investigatia imunoenzimatica prin metoda
de polimerizare in lant.

Complexul metodelor aplicate permite a exclude posibilitatea nimeririi
singelui infectat in panelul de singe donat si a exclude transmiterea infectiei
HIV 1/2 prin transfuzia singelui si a produselor de singe.
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Capitolul 2

ABORDARI METODOLOGICE LA INVESTIGATIA
POPULATIEI LA INFECTIA HIV IN SCOP DE
SUPRAVEGHERE EPIDEMIOLOGICA

2.1. Recomandarile UNAID/OMS in abordari metodologice in
supravegherea serologica a HIV

In conformitate cu recomandirile OMS/UNAIDS, selectarea metodei de
testare la infectia HIV 1n scop de supraveghere depinde de mai multi factori
contextuali, cum ar fi politicile tarii elaborate reiesind din stadiul si
particularitdtile epidemiei, ilitati
diferitor grupe de populatie, infrastructura serviciului de laborator [1].

Testare neasociatd anonima se desfiasoara de obicei in conditiile clinice
unde mostrele de singe se colecteazd in mod regulat pentru alte scopuri (de
exemply, sifilis etc.). In acest caz testare anonima la HIV se efectueazi fara
consimtamintul informat al persoanei (tab. 3).

Testare asociatd, este mai preferabila si constd in furnizarea serviciilor de
consiliere si testare voluntard, consimtamintul informat al persoanei. Aceasta
abordare este preferatd in cazul in care mostrele sunt colectate exclusiv
pentru testarea HIV, de exemplu, supravegherea HIV in populatiile mai greu
accesibile prin intermediul clinicilor (de exemplu, grupuri de populatie greu
accesibile — UDI, LSC, BSB si unele alte.).

Tabelul 3. Testarea asociatd si neasociatd la infectia HIV [11]

Testare neasociatd anoni-
ma (fard consimtamint
informat)

* Testarea mostrelor neasociate prelevate pentru alte scopuri

* Nu se indicd careva date care ar putea servi sursa de
identificare a persoanei, inclusiv dupa nume, nu se furnizeaza
consimtamint informat §i consiliere

* Codificarea specimenului

Testare neasociatd anoni-
ma (cu consimtadmint
informat)

* Testarea mostrelor neasociate prelevate numai in scop de
supraveghere

* Consimtamintul informat

* Nu se indica care va date care ar putea servi sursa de iden-

tificare a persoanei, inclusiv dupa nume, nu se furnizeaza

consilierea

* Codificarea specimenului

Testare asociata confiden-
tiald (cu consimtamint
informat)

» Consimtamint informat cu consiliere pre- §i post testare

* Persoana se identifica sau este numita

* Codificarea specimenului; codul este legat de informatii
personale de identificare

Testare asociatda anonima
(cu consimtamint infor-
mat)

» Consimtamint informat cu consiliere pre- §i post testare

* Persoana nu se identificata, inclusiv dupd nume

* Codificarea specimenului; codul se comunica pacientului
astfel incit pacientul va putea a lega codul sdu cu rezultatul
testarii mostre cu codul relevant
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Consimtamintul informat necesitd sa fie obtinut Tnainte de testare a
mostrei la HIV, conform politicii relevante a tarii.

Fiecare mostra destinata testarii la infectia HIV se codifica. Codul serveste
trasabilitatii fiecarui specimen in timpul testarii de laborator. Codul este unic
pentru fiecare specimen. El poate sau nu sd fie legat de informatii personale
de identificare (de exemplu, numele, numarul fisei de observatie clinicd), in
functie de faptul daca testarea HIV este asociatd sau neasociata. La testarea
asociatd codul poate fi legat de date demografice, virsta, gen, starea civila,
zona geografica de resedinta, precum si de informatii de risc comportamental.

2.2. Cerintele generale la organizarea studiului de supraveghere
epidemiologica de sentinela a infectiei HIV in Republica Moldova

In conformitate cu recomandirile OMS/UNAIDS expuse, la organizarea
investigatiilor de supraveghere serologicd a infectiei HIV in Republica
Moldova se utilizeaza diferite modele de organizare a studiilor, reiesind din
scopurile studiilor planificate.

Organizarea studiilor de supraveghere epidemiologica de sentineld in
Republica Moldova se efectueazd in conformitate cu cerintele Protocolului
National in supraveghere epidemiologica de generatia a II-a si manualul
operational in supraveghere epidemiologicda a HIV/SIDA 1in Republica
Moldova [10].

1) In stadiul de epidemie concentrati a infectiei HIV in tard
supravegherea epidemiologica se axeaza pe studii comportamentale in
grupuri de risc sporit si datele supravegherii serologice de rutina.

2) Reiesind din particularitatile procesului epidemiologic, precum si in
scop de evaluare a prioritatii diferitor grupe de populatie in raspindirea
infectiei HIV, pentru studiu pot fi alese diferite grupe de populatie:
UDI participanti la proiectele de profilaxie HIV in baza strategiei
,Reducerea riscurilor’, UDI ce se afla la evidenta medicald la
dispensarele narcologice, contingentul institutiilor penitenciare,
lucratori ai sexului comercial, clienti ai lucratorilor sexului comercial,
gravidele, migrantii, bolnavii cu maladii sexual transmisibile, barbatii
care practica relatii sexuale cu barbati.

3) Organizarea si desfasurarea studiului se efectueaza in baza dispozitiei
sau ordinului Ministerului Sanatatii (la necesitate al altor ministere si
departamente) in care se stipuleaza institutiile medicale implicate in
realizarea studiului, lista marcherilor serologici ai infectiilor incluse in
studiu (de obice1i HIV, HV, sifilis), termenii de executare.

4) Studiul se desfasoara conform programului aprobat, care stabileste
metoda care va fi utilizatd in studiu in conformitate cu recomandarile
OMS/UNAIDS (asociatd, neasociatd), stipuleaza activitdtile prevazute,
numite institutiile s1 subdiviziunile antrenate, persoanele responsabile
de executare, termenii de executare, metodele de cercetare, volumele
de esantioane incluse in studiu, substraturi biologice testate, metodele
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de prelevare, pastrare, transportare si investigatie de laborator a
mostrelor prelevate, dezinfectare a mostrelor, precum si personalul
implicat in diferite specii de lucru, metodele de asigurare a securitatii
biologice la toate etapele de studiu etc. In program se descriu cerintele
de codificare a mostrelor biologice care vor fi utilizate in studiu, lista
persoanelor cu dreptul de prelevare si testare a mostrelor biologice,
cerintele la organizarea locului de munca pentru
prelevarea mostrelor, metodele de prelevare, pastrare si transportare a
mostrelor in laborator (sau in locul unde vor fi realizate testarile),
dezinfectare si nimicire a materialelor biologice la prelevare mostrelor
de singe din venad, altor substraturi biologice.

5) Toate activitatile se realizeaza utilizind formularele si blanchetele
aprobate.

6) Investigatiile de laborator la marcherii maladiilor infectioase se
efectueaza utilizind metodele unificate implementate in toate
laboratoarele antrenate in studiu, Tn conformitate cu procedurile
operationale standard aprobate conform modului in vigoare.

7) La terminarea studiului se elaboreaza si se aproba un raport de dare de
seamd care va include descrierea amplda de realizare a tuturor
activitdtilor studiului, datele privind rezultatele obtinute, concluzii etc.

2.3. Contingentele de populatie supuse testarii si codificarea lor

In conformitate cu recomandirile UNAIDS/WHO [1], in tirile cu
epidemie concentrata testdrile populatiei in cadrul supravegherii
epidemiologice a infectieit HIV/SIDA se concentreaza la grupele de populatie
cu risc inalt de infectare, cum ar fi femeile sex businesului, clientii lor, UDI,
BSB etc. Aceste grupe se recomandd sd fie alese pentru studii de
supraveghere epidemiologica de sentinela. in dependenti de scopuri, in studii
pot fi incluse si alte grupe de populatie — recruti, migranti, grupe de risc
sporit profesional etc.

Indicii de prevalenta in cazul dat se calculeaza doar pentru caracterizarea
acestui grup-tinta si nu poate fi aproximat la populatia generala.

Toate mostrele de singe prelevate in locurile aprobate pentru interviu se
codificd cu coduri individuale, unice, pentru fiecare mostrd de singe,
metodologia carora se elaboreaza inainte de a incepe studiul. De exemplu, in
anul 2009 au fost elaborate coduri cu 9 semne, prin care au fost codificate
locul desfasurarii studiului si prelevarii mostrei, numarul de rind al persoanei
investigate, cod al contingentului (P — institutii penitenciare, M — Barbati ce
practicd sex cu barbati (BSB), L — lucratorii sexului comercial (LCS), U —
UDI, gen.

In afard de investigatii de laborator efectuate in cadrul supravegherii
epidemiologice, in tard se efectueaza testari serologice la adresarea populatiei
in cabinetele de consiliere si testare voluntara si in institutiile medico-sanitare
publice la initiativa lucratorilor medicali. In cazul dat probele de singe se
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expediazd din centrele medicilor de familie, institutiile medico-sanitare
publice republicane, municipale, raionale, urbane, institutii medicale
departamentale, private. Datele privind testarea diferitor grupe de populatie
se supun prelucrarii statistice si se eau in consideratie la analizarea situatiei
epidemiologice.

In scopul asigurdrii confidentialititii, pentru codificarea persoanelor din
diferite contingente se utilizeaza coduri aprobate prin Ordinul Ministerului
Sanatatii nr. 314 din 31.07.2007 [14], dupa cum urmeaza:

Tabelul 4. Lista si cifrurile contingentelor populatiei examinate la marcherii
serologici ai HIV 1/2

Cod Contingent de populatie
contingent

100,4 Persoanele supuse hemodializei

100,18 | Soferi ce intreprind caldtorii peste hotare

100,22 | Cetateni RM ce pleacd peste hotare

100,24 | Persoanele care se adreseaza pentru oferirea cetateniei

101 Persoanele cu contacte sexuale cu persoanele infectate cu HIV/SIDA
102 UDI
103 Homo- si bisexualii
104 Persoanele cu semne clinice ale infectiilor cu transmitere sexuala
105 Persoanele care practicd sex comercial gi/sau vagabondaj sexual
105,1 Persoanele depistate ca contacte sexuale cu sifilis §i gonoree
106 Persoanele care revin de peste hotare dupa un termen >3 luni (la solicitare)
107 Donatori de organe, tesuturi, sperma
108 Donatori de singe, plasma (dondri)

109,151 | Femeile gravide — prima testare, la luarea la evidenta

109,152 | Femeile gravide — a doua testare, in a doua perioadd de sarcinad

109,17 | Femeile gravide trimise la avort

110 Recepientii de singe si a preparatelor din singe (peste 6 luni de transfizue)
110,1 Recepientii de singe si a preparatelor din singe — testare inainte de
hemotransfuzie
111 Recipientii organelor, tesuturilor, maduvei osoase, pielii
112 Contingentul institutiilor penitenciare
112,1 Persoanele fara domiciliu, vagabonzii, retinuti in izolatoare de detentiune,
in centrele de triere
113 Persoanele examinate conform indicatiilor clinice - maturi

113tb Persoanele care se afla la evidenta cu tub

113tb1 Persoanele cu tuberculoza - cazuri primare si recidivante

114 Persoanele examinate anonim

115 Persoanele care au fost in contact medical cu lichidele biologice ale
bolnavilor de SIDA sau ale persoanelor infectate cu HIV

116 Lucrétorii medicali care lucreaza cu virusul HIV, asigura diagnosticarea,

tratarea, ingrijirea si supravegherea nemijlocitd a bolnavilor de SIDA si
persoanelor infectate cu HIV

117 Persoanele examinate conform indicatiilor clinice - copii

117tb Persoanele care se afla la evidentd cu tub - copii

117tbl | Pers-le cu tuberculoza — cazuri primare si recidivante - copii

118 Copii spitalizati in sectii de reanimare, oncologie, toratice i hematologice
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119 Conpiii spitalizati de repetate ori ce au fost supusi unui tratament intensiv
parenteral

120 Persoanele examinate repetat la intervenirea laboratoarelor SIDA

121 Persoanele inainte de casatorie — la solicitare

125 Copii nascuti din mame HIV pozitive

130 Alte persoane

201 Cetatenii straini care au avut contacte sexuale cu bolnavul de SIDA sau cu
persoane infectate cu HIV

207 Persoanele sosite In RM pe un termen mai mare de 3 luni

213 Persoanele striine examinate conform indicatiilor clinice — maturi

Codul contingentului se indica pentru fiecare persoand investigatda in
formularele de insotire (f. SIDA Nr 1/e ,,Iindreptarea probelor de singe la
investigatia la anticorpi anti-HIV '%2” s1 f. SIDA Nr 2/e Indreptare pentru
investigatia singelui la HIV/SIDA (individuala).

Laboratoarele diagnostice efectueaza prelucrarea datelor statistice privind
contingentele populatiei testate la infectia HIV, utilizind formularul de
evidentd respectiv (f. SIDA Nr 4 /e Datele despre contingentele examinate
la  HIV/SIDA) si programul EXCEL, dezagregind persoanele testate in
functie de gen, codul contingentului (tab. 4), codul teritoriului administrativ
si lunar prezintd aceste date in laboratorul de diagnosticare a HIV/SIDA al
CNSP, Centrului SIDA. In acest laborator se efectueaza prelucrarea statistica
datelor lunare, utilizind programul EXCEL, care se termind cu generarea
tabelelor dupa formele aprobate (Formularele SIDA Nr 7/e ,,Darea de seama
despre contingentele examinate la SIDA”, Nr 8 /e ,,Datele acumulate
despre contingentele examinate la SIDA in Republica Moldova (nr. probe de
singe)” s1t Nr 9/e ,,Datele cumulative despre contingentele examinate la
SIDA (nr. probe de singe) in laboratorul de diagnosticare al SIDAei).
Datele generalizate sunt utilizare la analizarea situatiei in tard, in teritorii
administrative s1 la planificarea masurilor profilactice si de redresare a
situatiei epidemice.
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Capitolul 3

SUBSTRATURI BIOLOGICE
TESTATE LA INFECTIA HIV

3.1. Recomandarile UNAIDS/OMS privitoare la selectarea si testarea
substraturilor biologice la marcheri ai HIV

In activitati de supraveghere a infectiei HIV pot fi utilizate diferite
substraturi biologice: singe integral, plasma, ser, fluide orale, urina. Alegerea
tipului specimenelor colectate depinde de logistica, populatiile si esantioanele
selectate, precum si de strategia de testare HIV. Metodele de colectate, testate
si stocate a probelor trebuie sd fie unificate in scopul obtinerii unor rezultate
veridice si valide.

Pentru activititile de supraveghere epidemiologicad, specimenele sunt
colectate si1 stocate, de obicei, inainte de testare care va fi realizatd la un
laborator regional sau national. Serul, plasma si picdturile uscate de singe pot
fi stocate, apoi testate. Cerintele la stocare depind de tipul de probe colectate.
Probele netestate la nivel local va trebui sa fie transportate la un laborator
regional sau national pentru testare. Metodele prin care mostrele sunt
transportate depind de infrastructura tarii.

3.1.1. Alegerea specimenelor

3.1.1.1. Avantajele si dezavantajele mostrelor de singe, plasma si ser.
Singele integral, serul si plasma, care pot fi colectate prin venepunctie sau din
deget, au urmdtoarele avantaje si dezavantaje in testarea HIV:

Avantajele

e Concentratia mai inaltd de anticorpi anti-HIV decit in urina si saliva;

e Posibilitatea efectuarii unor investigatii suplimentare, de rutind (de
exemplu, a marcherilor hepatitelor virale, sifilisului etc.);

e Posibilitatea efectuarii unor investigatii speciale (de exemplu, sero —
sau genotipizarea HIV, rezistenta antiretrovirala, incarcatura virala sau
monitorizarea terapiei);

e Comoditatea prelevarii probelor din vena in conditii clinice;

e Comoditatea prelevarii probelor din deget in conditiile non-clinice.

Dezavantajele

e Necesitatea utilizarii tehnicii invazive;

e Necesitatea antrenarii unui personal calificat pentru prelevarea
probelor de singe si obtinerea serului si a plasmei;

e Necesitatea asigurarii cu materiale sterile (ace, capilare, eprubete,
lantete), necesitatea asigurarii cerintelor securitatii biologice;
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Incomoditatea prelevarii probelor in conditiile non-clinice daca este
necesara venepunctie;

In comparatie cu altele substraturi biologice, riscul inalt pentru
sanatatea personalului medical si tehnic in caz de expunere accidentala,
in legaturd cu concentratia inaltd a agentului patogen in singe si
utilizarea dispozitivelor ascutite de colectare.

3.1.1.2. Avantajele si dezavantajele mostrelor de urina si saliva. Pentru
testare la HIV, 1n afard de mostre de singe, pot fi utilizate s1 alte substraturi
biologice. Pentru testdri asociate, in cazul in care trebuie sd fie obtinut
consimtamintul informat, pot fi utilizate fluide orale. Urina este singurul
specimen (in afard de singe), colectate in unele clinici in cazul in care ar
putea fi desfasurata testarea neasociata anonima.

Avantajele

Nu este nevoie de un tehnician calificat pentru prelevarea si
prelucrarea probelor;

Se exclude contactul cu materiale de laborator eventual contaminate,
cum ar f1 ace sau lancete folosite;

Probele de saliva pot fi prelevate in diferite conditii, inclusiv in
conditiile non-clinice;

Prelevarea probelor de salivd poate fi mai acceptabild pentru
contingentele de populatie greu accesibile din punct de vedere al
colectarii de specimene care necesita venepunctie sau inghimparea
degetului. Prin urmare, un procent mai mare din populatia tinta au
acces la testate.

Dezavantajele

Tehnicile ELISA pentru urina sunt mai putin sensibile si specifice decit
cele destinate testarii mostrelor de singe;

Specimenele urinei trebuie sa fie testate la un laborator (ELISA);
Colectarea fluidului oral poate necesita unele echipamente speciale;
Tehnologiile disponibile in prezent pentru testarea acestor specimene
sunt limitate;

Testele sunt mai costisitoare decit cele folosite pentru ser sau plasma.
Poate fi solicitatd o mostra suplimentara (de exemplu, singe) pentru
confirmare;

Nu pot fi utilizate pentru testarea suplimentara in studii speciale (de
exemplu, cercetare la HIV-1 sau la HIV-2, serotipare HIV, rezistenta la
antiretrovirale);

La moment nici un test rapid pentru urind nu este disponibil.

Recomandare. Singe (singe integral, ser, plasma) este substratul

preferat pentru testare, deoarece are o concentratie mai mare de
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anticorpi anti-HIV decit urina sau fluidele orale. De asemenea, permite
testarea de rutina suplimentara, inclusiv sifilis, hepatita B si hepatita C,
precum si studii speciale de stabilire a tipului HIV, subtipurilor si a
efectua studii pe rezistenta la antiretrovirale.

3.1.2. Colectarea, prelucrarea si pastrarea mostrelor de singe.
Singele integral, serul si plasma de singe necesare pentru testare la HIV
pot fi obtinute prin venepunctie sau din deget (singe integral).

3.1.2.1. Prelucrarea singelui colectat prin venepunctie. Singele din vena
se preleva prin venepunctie, urmarind procedurd aprobatd la nivel local,
respectind cerintele securitatii biologice. Pentru prelucrarea singelui colectat
prin venepunctie se recomanda [15]:

)

2)

3)

A preleva pind la 10 ml de singe din vend intr-un tub steril de 10 ml.
Pentru obtinerea serului, singele se colecteaza intr-un tub fara
anticoagulant. Pentru obtinerea plasmei, singele este colectat intr-un
tub cu anticoagulant, de exemplu, cu EDTA. Din motive de siguranta,
se recomandd utilizarea unui sistem cu vacuum de colectare a singelui
(de ex., sistem de vacutainer). (Nota: prelevarea unui tub suplimentar
de singe in timpul colectarii de singe de rutind numai in scopul testarii
anonime necuplate este considerat lipsit de eticda si nu este
recomandatd). In cazul in care proba de singe poate fi procesatd
imediat (de ex., nu este disponibild centrifugd), singele se colecteaza
intr-un tub cu EDTA, se lasd cel putin pe 20-30 de minute, apoi se
elimind plasma cu grija cu ajutorul unei pipete, astfel incit sa nu se
obtine prea multe eritrocite. Aceasta procedura se efectueaza in timp de
pind la 24 de ore pentru a evita hemolizd. De asemenea poate fi
pregatita o picdturd de singe uscatd, utilizind in acest moment singe cu
anticoagulant.

Proba se centrifugheaza pentru a separa serul (fara EDTA) sau plasma
(cu EDTA). In cazul in care singele este colectat pentru obtinerea
serului, singelei se lasa cel putin pe 20-30 minute in scop de formare a
cheagului inainte de centrifugare. De obicei, mostra se centrifugheaza
la 1.200 - 1.500 rpm timp de 10 minute.

Dupad ce mostra este centrifugatd sau a trecut timpul necesar pentru
separarea serului, se utilizeaza o pipetd curatd (nu se toarnd!) pentru a
colecta de pe stratul superior o alicota de ser in volum de 0,5-2,0 ml.
Serul se transfera intr-un alt tub steril etichetat (de plastic, nu de sticla)
sau intr-un criotub (1,5-2,0 cu dop filetat) si se inchide bine capacul.
Mostra este gata pentru depozitare si/sau testare.

3.1.2.2. Stocarea serului si plasmei colectate prin venepunctie. Pentru a
stoca serul si plasma:

Convingeti-va, ca tubul plastic sau criotubul este bine inchis cu capac
(nu se recomanda utilizarea tuburilor de sticla pentru depozitarea
probelor). Plasati criotuburile intr-o cutie de carton cu cuiburi pentru
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fiecare criotub.

e In cazul in care probele vor fi transportate in laborator pentru testare,
imediat plasati cutia in pozitie verticald intr-un container izotermic care
contine dispozitive pentru a produce o temperatura de 4 °C. Daca
dispozitive de racire nu sunt disponibile, probele de ser pot ramine la
temperatura camerei timp de pina la 3 zile (conform cerintelor
instructiunii la trusa utilizatd). Pastrarea serului mai mult de 3 zile la
temperatura camerei poate duce la proliferarea bacteriana si defalcarea
specimenului.

e Daca mostrele sunt tinute in locuri de prelevare mai mult de 3 zile
inainte de expediere in laborator, ele se congeleaza la -20 °C la un
congelator care nu se decongeleaza in mod automat. Pentru depozitare
pe termen lung, in mod ideal, probele ar trebui sa fie congelate la -70
°C la congelator care nu se decongeleaza in mod automat.

e Numarul de cicluri de congelare-decongelare se limiteaza pina la 5
cicluri, deoarece poate duce la afectarea titrelor de anticorpi si, prin
urmare, rezultatelor testarii.

3.1.2.3. Prelevarea si pastrarea mostrelor de singe. Singele prelevat din
deget poate fi investigat nemijlocit cu ajutorul unui test rapid, sau din el se
prepard o picatura uscata pe hirtie absorbantd speciala. Mostrele uscate de
singe pot fi preferate in setarile rurale si conditiile non-clinice, care adesea
nu au specialist pregatit in flebotomie instruiti s1 nu dispun de echipament
adecvat de laborator (de ex., centrifuga).

1) Pentru a obtine un specimen de singe, degetul (de preferinta, mijlociu
sau inelarul) trebuie masat, ceea ce va determina acumularea singelui
la virful degetului.

2) Pernuta degetului se prelucreaza cu alcool etilic sau izopropilenic de
70%, surplusul de alcool se inlatura cu un tampon steril de vata;

3) Inteparea pernutei degetului se efectueazi cu un scarificator steril.
Prima picatura se sterge cu un tampon steril de vata si apoi se preleva
urmatoarea picatura care se depune in dispozitivul testului rapid sau pe
hirtia de filtru pentru pregatirea picdturii uscate. Daca prima Intepaturd
nu este reusita, intepatura repetatd se face in alt loc al aceluiasi deget
sau pe un alt deget, nici intr-un caz in acelasi loc. Se va evita
comprimarea locului intepaturii si stoarcerea picaturii de singe,
deoarece aceasta poate conduce la hemoliza eritrocitelor si, ca urmare,
la rezultate incorecte ale testarii.

3.1.2.4. Pregatirea si pastrarea picdturii uscate de singe pentru
testarea la prezenta HIV. Pregitirea si pastrarea usoard, transportarea fara
respectarea lanfului rece sunt avantajele principale ale picaturii uscate de
singe. Desi obtinerea mostrei de singe prin inteparea degetului este metoda
cea mai tipicd, picdtura uscatda poate fi pregatita din doza de singe
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prelucrata cu anticoagulant.

)

2)
3)

4)

S)

6)

O bucata de hirtie absorbanta speciala (de filtru, Schleicher and Schuell
Grade 903 Filter Paper or Whatman BFC 180 paper) se apropie
nemijlocit de picatura de singe de pe deget sau se utilizeaza o pipeta
sterild. Pe hirtie poate fi trasat din timp un cerc cu un diametru ce
corespunde aproximativ la 100 ul de singe cind el se va imbiba in
totalitate. Daca cercul nu a fost trasat din timp, pe hirtie se trece un
volum de singe care va forma un cerc cu diametru de cca 1,5 cm.
Asteptati pind cind singele va imbiba hirtia si v-a umple cercul. Daca
hirtia nu imbiba singele, ea nu trebuie folosita;

Dupa ce singele se va imbiba, notati locul picaturii cu un cod special;
Picaturile de singe imbibate pe hirtie absorbantd se usuca la aer. Pentru
uscarea fisiilor de hirtie exista stative comerciale speciale. Acestea pot
fi uscate si intre doua carti, fixind capetele fisiei cu panglica lipicioasa
de cartile aflate pe masa din laborator astfel, incit sectorul de hirtie cu
picatura sd nu se atingd de suprafata mesei sau a cartilor. Convingeti-va
ca panglica lipicioasd nu se atinge de picatura de singe;

Picatura de singe se lasa sa se usuce la temperatura camerei c-ca 4 ore
(sau 24 ore la o umiditate sporitd). Nu se admite uscarea picaturii de
singe prin incalzire;

Dupa ce picatura de singe a fost uscata cu respectarea conditiilor
enumerate, inveliti hirtia de filtru intr-o foitd de staniol sau plastic,
fiecare picatura aparte;

Mostrele astfel impachetate se aseaza intr-o pungd din polietilena cu
desicant sau indicator de umiditate. Intr-o punga se pot depozita pina la
20 mostre. Pungile se pastreaza la temperatura camerei pina la 30 zile
sau la temperatura de 4 °C - pina la 90 de zile, dupa care trebuie
pastrate la -20 °C, la care mostrele se pastreaza stabile pind la 2 ani.
Pungile se vor transporta in ambalaj rezistent la transportare.

3.1.3. Mostre de urina si saliva

3.1.3.1. Colectarea si stocarea mostrelor de urina si saliva. Prelevarea
mostrelor de urind si de lichid oral se efectueaza, respectind instructiunile la
test, precum s1 procedurile locale de laborator.

Urina. Desi o varietate de protocoale de ELISA existd pentru utilizarea
specimenelor de urind, cu toate acestea, testele rapide nu sunt disponibile la
acest moment pentru a fi utilizate pe specimene de urina.

La prelevarea mostrelor de urind se iau in consideratie citeva momente
importante:

De obicei, un volum de minim de 200 mkl pentru urina este necesar
pentru testare cu un kit pe urina bazat pe ELISA.
Probele pot fi colectate in orice moment al zilei.
Pentru pastrare, in mostra poate fi addugat un conservant, cu toate ca

25



aceasta procedura nu este necesara.

Lichid oral (saliva). Lichidul oral poate fi investigat atit cu teste ELISA
modificate cit si cu teste rapide. Testele rapide folosite pentru investigatia
salivei in prezent se afla in curs de evaluare.

Se intreprind urmadtorii pasi generali pentru a colecta un specimen de
saliva:

1) Folositi un tampon absorbant tratat special atasat pe un dispozitiv de

plastic (de obicei, furnizat de catre producatorul kitului de testare).

2) Plasati dispozitivul in gura persoanei investigate pe partea inferioara a
obrazului pe o duratd de timp specificatd 1in instructiunea
producatorului. Apoi, dispozitivul se plaseaza intr-o fiold speciala care
confine solutie conservanta (de obicei, furnizata de catre producatorul,
dotind kitul de testare).

Datorita complexitatii de testare, fluidele orale colectate pentru ELISA
sunt trimise la un laborator national de analiza.

3.1.3.2. Pdastrarea mostrelor de urina si salivd. Mostrele de urina se
plaseaza in criotuburi plastice care contin un conservant, pot fi pastrate pinad
la un an la 4 - 8 °C. Mostrele destinate testarii la HIV nu trebuie sa fie
congelate.

Specimenele de lichid oral pot fi stocate la 4 - 37 °C timp de maximum
21 de zile (inclusiv timpul necesar pentru reansportare §i testare. Probele de
salivd 1n timpul transportului ar trebui sd fie plasate la frigider. Probele pot fi
congelate (la --20 °C) pentru o perioadd limitatd de timp (aproximativ 6
saptamini). Odatd decongelate, acestea pot fi recongelate doar o singura data.
Validati testul utilizat Tnainte de utilizare pentru mai multe informatii de
stocare specifice.

3.1.3.3. Marcarea §i inregistrarea datelor. Criotubele sau hirtie de filtru
care contine mostra destinatd investigatiei trebuie sa fie marcate cu un cod in
momentul de colectare si de prelucrare. Eticheta cu codul respectiv se
plaseaza pe partea laterald a tubului, nu pe capac. Coordonatorii studiului de
supraveghere ar trebui sda ofere personalului din teren responsabil pentru
recoltarea de probe o serie de etichete sau markere permanente, precum si
codurile care trebuie folosite. La testarea anonimad neasociati, codul nu
contine informatii de identificare a persoanei (testare nedefinitivatda anonima).

3.1.3.4. Inregistrarea specimenelor. Probele destinate investigatiei de
laborator se inregistreaza Intr-un registru special, in care se introduce codul
fiecarei probe si rezultatul testarii. Acest registru ar trebui sa fie accesibil
doar personalului de laborator si de supraveghere si sa pastreaza inttr-un
sertar blocat sau cabinet cind nu este utilizat pentru a asigura
confidentialitatea rezultatelor testelor persoanelor incluse in studiul de
supraveghere.

Pentru testarea anonimd nedefinitivata, in registrul se introduc doar
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codurile probelor respective si rezultatele testarii la HIV; nu se inregistreaza
nici o informatie cu caracter personal de identificare cu privire la pacientii ale
caror mostre au fost incluse in studiu. Rezultatele testarii la HIV pot fi
suplimentate cu informatia demografica abstractd prevazuta anterior. Codul
mostrei poate fi suplimentat cu un cod de informatii demografice captat
anterior pe formularul de supraveghere (testare nedefinitivatd anonima).

3.2. Selectarea si testarea substraturilor biologice la marcheri ai HIV in
studii de supraveghere epidemiologica de sentinela a infectiei HIV
in Republica Moldova

Studiul de supraveghere epidemiologicd de sentinelda a infectier HIV se
organizeazd in baza ordinului (dispozitiei) Ministerului Sdnatatii, sau, la
participare a institutiilor din cadrul altor ministere (departamente) — ordinului
semnat de toate ministerele (departamentele) incluse in studiul. In ordinul se
specifica:

¢ Institutiile participante;

e Institufia responsabila pentru organizarea, monitorizarea studiului,

colectarea datelor, realizarea investigatiilor de laborator etc.

e Termenii de realizare a studiului

Institutia responsabild pentru organizarea studiului organizeaza:

e Elaborarea Programului de realizare a studiului in baza recomandarilor
OMS/UNAIDS (compartimentul 3.1.) in care se specifica grupele de
populatie incluse in studiu; substraturi biologice supuse testarii;
spectrul investigatiilor efectuate; modalitatea de codificare a mostrelor
supuse testarii; metode de testare, elaborarea si aprobarea formularelor
necesare la diferite etape de lucru (instructiuni de colectare a mostrelor,
registre de evidentd, fise de interviuere etc.), lista preparatelor
diagnostice utilizate in studiu;

e Monitorizarea completitudinii si calitatii lucrarilor efectuate la toate
etapele si nivelurile de lucru;

e Analizarea datelor obtinute in studiu si elaborarea raportului final
privind rezultatele studiului.

Laboratorul care efectueaza investigatii:

e claboreaza si aprobd proceduri operationale standard (POS) pentru
fiecare metoda (test-sistem) utilizatd in studiu conform cerintelor
sistemului de management al calittii al institutie;

e Asigura testarea calitativa a mostrelor biologice in termenii in vigoare
stabiliti, controlul calitatii investigatiilor realizate, confidentialitatea
tuturor datelor operate.
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Capitolul 4
TEHNOLOGIILE SI STRATEGIILE DE TESTARE

4.1. Recomandarile UNAIDS/OMS
privitoare la tehnologiile si strategiile de testare

4.1.1. Tehnologiile de testare

Tehnologiile actuale de testare la infectia HIV au posibilitate de a depista:

e Anticorpi anti-HIV (de ex., ELISA, teste rapide, Western blot, teste de
imunofluorescenta, aglutinare de particule)

e Antigene specifice HIV (de ex., ELISA, testarea la antigen)

e Acizi nucleici virali HIV (de ex., prin reactie de polimerizare in lant
sau alte tehnici)

e Izolarea virusului HIV in culturi celulare.

Pentru supraveghere, precum si in scopuri de diagnosticare tehnologiile
care identifica antigenul HIV, acizii nucleici virali sau destinate depistarii
insusi virusului pentru tarile in curs de dezvoltare sunt scumpe, dificile din
punct de vedere tehnic, ceia ce provoaci erori de laborator. In majoritatea
tarilor industrializate, procedurile actuale de diagnostic de testare utilizeaza o
metodologie ELISA pentru screeningul specimenului si, dacd este reactiv,
rezultatul este confirmat prin testarea specimen cu un test Western blot. Cu
toate acestea, studiile au ardtat cad cea mai recentd generatiec de ELISA si
testele rapide sunt la fel de performante pentru confirmare ca si Western blot.
In plus, comparativ cu Western blot, ELISA si testele rapide sunt mai putin
costisitoare, nu necesita un nivel mai ridicat de expertiza tehnica pentru a
efectua si interpreta rezultatele, si produc mai pufine rezultate nedeterminate.
Prin urmare, UNAIDS si OMS recomanda strategii alternative de testare,
folosind combinatii de ELISA sau teste rapide pentru a confirma testele
initial pozitive. Primul test (test de screening) ar trebui sa fie extrem de
sensibil pentru a oferi detectare sigurd a anticorpilor intr-o proba. Al doilea
test (testul de confirmare) ar trebui sa fie foarte specific pentru a confirma ca
mostra cu adevarat contine anticorpi specifici anti-HIV [18].

Majoritatea ELISA si testelor rapide contin antigene ale ambilor tipuri de
HIV - HIV-1 si HIV-2 si, prin urmare, pot detecta anticorpi la ambele tipuri
de HIV. Cu toate acestea, majoritatea testelor nu fac discriminare intre HIV-1
si HIV-2. ELISA si testele rapide sunt recomandate atit pentru
supravegherea HIV, cit s1 in scopuri diagnostice, deoarece acestea sunt cele
mai eficiente din punct de vedere cost-eficientd. UNAIDS si OMS au definit
patru categorii de complexitate pentru ELISA si testelor rapide: (1) nici un
echipament suplimentar sau de experienta de laborator nu sunt necesare; (2)
nu este necesard pregatirea reactivilor sau utilizarea unui proces tehnologic cu
mai multe etape; (3) nu sint necesare aptitudini specifice, cum ar fi diluarea
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mostrei si (4) Echipament de laborator si tehnicieni calificati nu sunt
necesare.

Recomandare. Tehnologiile de testare disponibile, ELISA si teste rapide
sunt cele mai exacte din punct de vedere cost/efecientd atit pentru scopuri
de supraveghere, cit si in scop diagnostic.

4.1.2. Metoda imunoenzimatica (ELISA)

4.1.2.1. Caracteristica generald. Testele ELISA se bazeazd pe o
interactiune primara intre antigen-anticorp si pot utiliza intregul lisat viral al
HIV sau unul sau mai multe antigene virale. Testele ELISA de primele
generatii produceau mai multe rezultate fals-pozitive a anticorpi anti-HIV
decit generatiile actuale. Acestea au fost legate in fond de reactii de cros-
reactivitate cu componentele celulei gazda (celulele din linii celulare
limfocitare in care virusul a fost cultivat). Prin urmare, specimenele gasite
initial ca reactive in ELISA, intotdeauna necesitau un test de confirmate
Western blot. Cu toate acestea, testele ELISA de a doua si a treia generatie au
aratat o Imbundtifire marcatd prin sporirea specificitifii, precum i
proteine recombinante si peptide sintetice a imbundtitit, de asemenea
sensibilitatea, prin reducerea perioadei de ,,fereastra serologica negativa”, o
perioadd dupa infectare inifiala cu HIV, si a permis depistarea precoce a
infectiei HIV. Majoritatea testelor ELISA HIV contin antigene ale HIV-1 si
HIV-2 si au fost optimizate pentru detectarea anticorpilor la ambele tipuri ale
HIV.

4.1.2.2. Caracteristica testelor ELISA. Testele ELISA sunt cele mai
preferate pentru utilizarea la un laborator regional sau national, deoarece au
nevoie de tehnicieni de laborator bine instruiti si echipamente tehnologic
avansate (incubatoare, spalatoare si spectrofotometre pentru plici), care
necesita intrefinere i o sursa constantd de energie electrica. ELISA sunt cele
mai eficiente pentru laboratoare cind se lucreaza cu un numar mare de probe
(100 sau mai multe) pe zi sau pentru testarea loturilor care sunt comune in
activitati de supraveghere de santineld HIV. In dependenti de conceptia
testelor, ele nu sunt nici adecvate nici rentabile pentru testarea unui numar
mic de specimene. Cu toate acestea, in cazul in care un laborator proceseaza
cel putin 50 mostre in fiecare zi in mod regulat, testele ELISA pot fi inca mai
adecvate decit testele rapide. Deoarece de multe ori laboratoarele colecteaza
un lot de specimene pentru testarea lor concomitenta, rezultatele testarii sunt
disponibile peste 2-3 saptimini dupa colectare. In timpul ce aceasta intirziere
ar putea fi de interes pentru scopuri de diagnosticare, aceasta nu este un
dezavantaj pentru testarea anonima neasociatd, deoarece rezultatele nu sunt
furnizate inapoi la persoana testata si eliberarea rezultatului in aceeasi zi ar
putea duce la identificarea persoanei testate. Deoarece testarile ELISA sunt
de obicei efectuate la nivel regional sau national, masurile de control al
calitatii trebuie sd fie puse in aplicare in doar citeva laboratoare ELISA,
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aceastd aplicare fiind in setarile rurale, unde infrastructura si echipamentele
de laborator pot fi insuficiente.

Costul unui test ELISA este c-ca 1-2 USD. Atunci cind se analizeaza atit
costurile directe si indirecte (tehnologie, resurse umane, precum §i cerintele
de echipamente), costul real poate sa depaseasca 15-20 USD per test [16]. Cu
toate acestea, in cazul in care costurile directe si indirecte sunt partajate in
toate programele (screeningul de singe, diagnosticul si supraveghere), un cost
mult mai realist pentru activitatile de supraveghere ar fi de 4-6 USD.

Recomandare. Testele ELISA sunt eficiente pentru laboratoarele in care
se proceseazd un numdr mare de mostre de zi cu zi, cum este de obicei
atunci cind se realizeaza investigatii in cadrul supravegherii epidemiologice
de e sentinela HIV.

4.1.2.3. Performantele testelor ELISA. Testare ELISA poate fi efectuata
pe ser, plasmd, urind, fluide orale sau picaturi uscate de singe (diluate o
singurd datd). Testare ELISA poate sa dureze de la 2 pind la 4 ore (inclusiv
pregdtirea s1 diluarea specimenelor), precum si 3-4 ore suplimentar daca un
rezultat de screening trebuie sd fie confirmat. Testarea se efectueaza conform
cerintelor instructiunii producatorului testului utilizat.

Etapele generale de realizare ELISA includ:

1) Specimenul se dilueaza cu un tampon de diluare a specimenelor si se
pune intr- un godeu al microplacii care deja contine antigenul HIV
capturat.

2) Placa se incubeazd conform protocolului si apoi se spalda in
conformitate cu indicatiile.

3) Se adaugd conjugatul imunoglobulind antihumand cuplata cu enzima,
care va reactiona cu anticorpii anti-HIV specifici, daca acestea sunt
prezenti.

4) Incubarea.

5) Placa se spald, se adauga substrat enzimatic si se incubeaza conform
indicatiilor.

6) Se adauga o solutie de stopare a reactiei enzimatice, si absorbanta
lichidului din fiecare godeu se citeste cu ajutorul unui
spectrofotometru.

O reactie pozitiva care a avut loc in cazul in care in godeul cu specimenul
s-a modificat culoarea sau continutul godeului a devenit colorat indica
prezenta de anticorpi anti-HIV specifici in specimen. Reactia este cel mai
bine cititd cantitativ cu un spectrofotometru ELISA pentru microplaci.

Urmatoarele momente sunt critice pentru succesul de efectuare a testarii
ELISA:

e Utilizarea de kituri de testare care nu au expirat
e C(alibratea si intretinerea buna a echipamentelor;
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e Respectarea cerintelor instructiunii producatorului la timpul de
incubare si de dilutie a specimenelor;

e Utilizarea apei deionizate

e Utilizarea unui spectrofotometru pentru a citi rezultatele precis si
obiectiv;

e Trainingul personalului in tehnologiile utilizate;

e Sursa permanentd de alimentare electrica, fara intreruperi care ar afecta
depozitarea reactivilor sau functionarea echipamentelor.

4.1.3. Teste rapide

4.1.3.1. Caracteristica generala a testelor rapide. Interesul in dezvoltare
a metodelor de depistare a anticorpilor anti-HIV, care ofera rezultate in
aceeasi zi s1 nu necesitd reactivi sau echipamente speciale, care nu sunt
dependente de seturi disponibile in prezent reprezintd testele rapide HIV.
Testele rapide curente sunt bazate pe patru principii imunologice: aglutinare
de particule, immunodot (punct), immunofiltration (filtrare prin intermediul
unui dispozitiv) si immunochromatography (flux lateral), [18]. Majoritatea
testelor rapide HIV sunt bazate pe antigene ale HIV-1 s1 HIV-2 si permit a
depista anticorpi dirijate contra ambelor virusi. Un rezultat pozitiv al testului
este exprimat prin aglutinare, un punct, sau o banda, in functie de formatul
testului. Sensibilitatea si specificitatea testelor rapide de ultima generatie
sunt similare cu cele de tip ELISA. Actualmente multe teste rapide sunt in
curs de evaluare sau sunt utilizate in prezent in tarile in curs de dezvoltare
pentru screening, diagnostic si in scopuri de supraveghere.

4.1.3.2. Utilizarea testelor rapide. Testele rapide sunt utile pentru
laboratoarele mici care efectueaza de obicei mai putin de 100 de teste HIV pe
zi, pentru laboratoare fara energie electricd sau echipamente, precum si
pentru zonele geografice cu infrastructura de laborator limitati. In unele
cazuri, chiar in cazul in care un laborator efectueaza peste 100 de teste pe zi,
dar numai intr-o perioadd limitatd pe parcursul anului, testele rapide pot fi
mai adecvate decit ELISA. Un rezultat poate fi obfinut, de obicei, in mai
putin de 45 de minute si este usor de interpretat. Cu toate acestea, este
necesara pregatirea personalului pentru asigurarea realizdrii si interpretarii
testului. Trusele de testare contin, in general, tofi reactivii necesari pentru a
rula testul si nu sunt necesari reagenti sau echipamente adifionale. Multe
teste rapide nu necesita curent electric, echipamente speciale, frigidere sau
congelatoare, sau personal cu inalta calificare, desi unele necesita refrigerare
pentru reactivi sensibili la caldura.

Testele rapide pot fi adecvate pentru testarea confidentiald asociatd a
persoanelor din populatii greu accesibile (de ex., UDI, LSC) sau populatiilor
indepirtate geografic. In aceste populatii, oportunitatile pentru comunicarea
rezultatelor testarii poate fi limitatd; prin urmare, testarea (de screening si de
confirmare), poate fi necesara sa fie efectuate in locul desfasurarii studiului in
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ziua prelevirii probelor [19]. In cazul in care rezultatele testelor HIV trebuie
sd fie comunicate persoanei testate, un test de confirmare este necesar (de ex.,
un alt test rapid sau ELISA).

Testele rapide, in general, costd in limitd de 1-3 USD, un cost putin mai
mare decit un test ELISA. Cu toate acestea, testele rapide pot fi mai rentabile
decit ELISA 1in cazul in care costurile suplimentare de efectuare a unei testari
ELISA sunt luate in considerare (de ex., costul echipamentelor, infrastructura
de laborator, tehnician de formare). Deoarece exista foarte putini pasi in
realizarea unui test rapid, existd mai pufine sanse de eroare decit cu ELISA.
In plus, majoritatea testelor rapide includ un control intern al calitatii. Cu
toate acestea, atunci cind se utilizeaza teste rapide, asigurarea calitatii si
masurile de control externa al calitatii trebuie sa fie dezvoltate si puse in
aplicare la toate site-urile care le utilizeaza.

Recomandare. Testele rapide sunt utile in cazul in care testarile
ELISA nu sunt rationale si in zone geografice cu infrastructura de
laborator limitata. Testele rapide pot fi adecvate pentru lucrul cu
populatii greu accesibile (de ex., UDI, LCS) sau in localitatile
indepartate, pentru care rezultatele testului HIV pot fi necesare in ziua
prelevarii probelor.

Tabelul 5. Compararea tehnologiei imunoenzimatice si testelor rapide

Tehnologia Mostre Avantaje Limitari Cost * | Comple
testare HIV (USD) | xitatea
ELISA Ser, e Trebuie sa fie | ¢ Nu este flexibila 1-2 4

plasma, in serie >100 e Necesitd personal

picaturi mostre calificat si treninguri

uscate de | concomitent pentru realizarea si

singe, e Necesita citirea rezultatelor

saliva, automatizare e Necesitd >2 ore

urind e QA/QC in pina la obtinerea

laboratoarele de | rezultatului (daca este
nivel national si | necesitate de testare

regional mai ELISA dubla, >5 ore)
usoara e Necesita

e Costul unui echipamente speciale
test mai mic fata | ¢ Necesita

de test rapid mentenanta a

e Identificarea | echipamentului
seroconversiei e Necesitd pastrarea
recente: reagentilor in frigider
sensibilitatea

inalta cu

reducerea

perioadei non-

reactive
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Rapid test | Ser, e Sunt bine e Nu este bine venit | 1-3 Pentru
plasma, venite la testare | pentru testarea testele
Singe a 1-100 mostre concomitenta bazate
integral, concomitent cantitatilor de >100 pe
saliva © e Necesiti specimene imunocr

minimul de e Realizarea QA/QC omatogr
reagenti si in mai multe locuri: afie — 1
echipamente necesitd mai multe

e Poate fi controale Bazate
realizat in e Costul mai mare la pe
clinice (testare testare individuala fata F?hﬂOIOg
pe loc) de ELISA Il

e Nu necesita e Strategia aleasa de Immuno
calificare inaltd | testare poate solicita dot

a personalului cantitdfi mai mari de (punct)
e Interpretarea | specimene $1

foarte usoaraa | e Variabilitatea citirii immuno
rezultatelor testului poate oferi filtration
e Obtinerea rezultate -2
rezultatului contradictorii la .
peste <min. utilizarea unor Agglutin
e Trusele pot fi | formate de test (de are - 3
pastrate la ex., particule

temperatura aglutinare)

camerei

(stabilitatea

sporitd)

* Costul tehnologiei de testare poate fi afectat prin costurile directe si indirecte.
®UNAIDS / OMS au specificat patru categorii de complexitate pentru testele de depistare
a anticorpilor anti-HIV: (1) Nici un echipament suplimentar sau experientd de laborator
nu sunt necesare; (2) pregatirea reactivilor sau a unui proces de lucru cu mai multe etape
este necesar; (3) aptitudini specifice, cum ar fi diluarea sunt necesare; si (4 ) echipamente
si instruirea tehnicianului de laborator sunt necesare [18].

© Testele rapide folosind fluide orale sunt in curs de evaluare;

QA / QC, asigurarea calitatii / controlul calitatii.

4.1.3.3. Efectuarea testdrii rapide. Testul rapid poate fi realizat pe ser,
plasma, singe integral si fluide orale. Teste rapide destinate salivei sunt in
curs de evaluare. in prezent nu este nici un test rapid disponibil pentru urina.
Pentru unele teste rapide, pregdtirea specimenului poate dura 10-20 de
minute, unele teste rapide mai simple nu necesita pregdtirea specimenului.
Astfel, confirmarea rezultatului poate fi obtinuta in mai putin de 45 de
minute la utilizarea dispozitivului sau benzii. Instructiunea producatorului
firnizata la trusa utilizata, necesitd sa fie respectata. Majoritatea rezultatelor
sunt usor de citit in baza aparitiei aglutinarii, punctului, liniei, in functie de
formatul trusei utilizate.

Succesul realizarii testului rapid depinde de respectarea urmatoarelor
cerinte:
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Utilizarea trusei de testare in limitele termenului de valabilitate (nu
expiratd)

Pregdtirea specialistului in domeniul tehnologiei utilizate
Respectarea cerintelor instructiunii producatorului

Interpretarea corecta a rezultatului testului de catre persoana care il
citeste.

4.1.4. Strategiile de testare la HIV in scop de supraveghere

UNAIDS si OMS recomanda trei criterii pentru alegerea unei strategii de
testare HIV (selectarea corespunzatoare a tehnologiilor de testare sau a unei
combinatiei de teste) [17]:

1) Obiectivul testului (de supraveghere, screeningul sau diagnostic);

2) Sensibilitatea si specificitatea testului;

3) Prevalenta HIV in rindul populatiei testate.

Dupa aceste trei criterii se selecteaza o strategie de testare HIV care poate
marimaximiza sensibilitatea si specificitatea testarilor s minimiza costurile.
Mati jos sunt prezentate cele trei strategii de testare HIV recomandate de
UNAIDS s1 OMS (figura 4).

Strategia I:

Necesita o testare

Pentru testarea in scop diagnostic in populatiile cu o prevalentda HIV
>30% in rindul persoanelor cu semne clinice sau simptoame ale
infectiei cu HIV;

Pentru screeningul singelui pentru toate nivelele de prevalenta;
Pentru utilizare in testarea de supraveghere in populatiile cu o
prevalentd HIV >10% (de ex., testarea nedeterminata difinitivata
anonima pentru supravegherea in rindul femeilor gravide la clinicile
prenatale). Rezultatele nu sunt furnizate.

Strategia I1:

e Necesita pind la doua teste.
e Pentru utilizare in teste de diagnosticare in populatiile cu o prevalenta

HIV <30% in rindul persoanelor cu semne clinice sau simptome de
infectie cu HIV sau >10% in rindul persoanelor asimptomatice

Pentru utilizare in testarea de supraveghere in populatiile cu o
prevalentd HIV < 10% (de ex., testarea nedifinitivata anonima pentru
supravegherea in rindul pacientilor clinicilor prenatale sau clinicilor de
boli infectioase cu transmitere sexuala). Rezultatele nu se furnizeaza.

Strategia I1I:

e Necesita pind la trei teste.
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e Pentru utilizare n scop de diagnosticare in populatiile cu o prevalenta
HIV < 10% in rindul persoanelor asimptomatice.

Pentru strategiile de testare HIV in care pot fi necesare mai multe teste
decit unu (strategiile II si III), selectarea tehnologiilor de testare si ordinea in
care acestea vor fi utilizate (algoritmul de testare) sunt importante pentru
obtinerea unor rezultate precise de testare. In primul rind, testele ar trebui si
contind antigene diferite. In al doilea rind, primul test ar trebui si aiba o
sensibilitate cit mai posibil 1inaltd, si al doilea test ar trebui sd aiba o
specificitate cit posibil mai Tnaltd. Primul test este testul de screening, de
aceea este ideal sa fie foarte sensibil pentru a depista toate mostrele pozitive.
Deoarece vor fi obtinute niste rezultate fals pozitive, al doilea test (testul de
confirmare) trebuie sa fie foarte specific pentru a confirma, ca pentru toate
mostrele cu adevirat negative vor fi obtinute rezultate de testare negative. In
plus, atunci cind sunt utilizate Strategiile II sau III, sunt preferate testele care
pot fi aplicate pe ser, plasmd sau picaturi uscate de singe, astfel incit se
recomandd efectuarea mai multor teste dintr-un singur exemplar de mostra,
evitind colectarea de exemplare suplimentare.

Figura nr. 1. Strategiile de testare recomandate de UNAID si OMS

Strategia I Strategia 11 Strategia 111
Screening/ Supraveghere Diagnosticare
Supraveghere /Diagnosticare
Al Al Al
Al + Al - Al+ Al- Al+ Al-
Pozitiv Negativ Negativ Negativ
A2 A2

| | 1

Al1+A2+ Al1+A2- Al+A2+ Al1+A2-
Pozitiv Negativ Pozitiv

A = Testare A3

1,2,3 = Ordinea de teste utilizate

+ = Reactiv

- = Nereactiv | |

A1+A2-A3+ Al1+A2-A3-
Pozitiv Negativ
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Pentru testele rapide pe salivd sau singe integral prelevat din deget,
specimenul este plasat direct pe dispozitivul de testare rapida; astfel, un al
doilea esantion trebuie sa fie colectat pentru confirmare in cazul in care
primul test este reactiv. Prin urmare, pentru strategiile de testare II si 111, se
sugereaza cd, dacd este posibil, doua teste rapide sa fie efectuate simultan pe
un tampon oral unic sau pe o mostra de singe din deget si apoi analizate ca in
cazul in care testarea a fost realizata secvential.

Aceasta situatie de testare poate aparea atunci c¢ind se efectueaza testarea
asociatd in rindul populatiei greu accesibile. In aceasta situatie, existi o
singurd ocazie in care sa obtind consimtdmintul informat, se preleva
specimen, se ea interviu privind deprinderile comportamentale si imediat sa
comunicd rezultatele si consiliere adecvate pentru persoana testata. Numai
testele rapide permit a efectua screeningul la fata locului cu confirmare a
rezultatului in aceiasi zi. Daca se prelevd specimen de singe, poate fi
preparatd picatura uscata de singe in scopuri de asigurare a calitatii [18].

Recomandare. Cind se utilizeaza strategiile Il sau Ill, se recomanda
aplicarea testelor care pot folosi ser, plasma sau picdaturi uscate de singe,
astfel incit in cazul dat mai multe teste pot fi efectuate dintr-o singurd
mostrd, evitind prelevarea mostrelor suplimentare.

4.2. Tehnologiile si strategiile de testare utilizate in Republica Moldova

4.2.1. Tehnologiile de testare

In dependenti de obiectivele investigatiei, In Republica Moldova se
utilizeaza diferite tehnologii de testare la infectia HIV destinate depistarii:

e Anticorpilor anti-HIV (teste ELISA, rapide, Western blot, de
aglutinare de particule)

e Antigenelor specifice HIV (de ex., teste ELISA pentru depistare a
antigenului p24 al HIV1);

e Acizilor nucleici ai HIV (de ex., prin reactie de polimerizare in lang
sau alte tehnici)

4.2.2. Cerintele la organizarea investigatiilor de laborator la infectia
HIV:

e In conformitate cu Articolul 12 (2) al Legii cu privire la profilaxia
infectiei HIV/SIDA [9], testarea singelui la marcherii HIV se
efectueaza in laboratoarele institutiilor medico-sanitare publice si in
cele ale centrelor de sanatate publicda ale Ministerului Sanatatii
acreditate in modul stabilit de lege.

e Laboratoarele si sectiile diagnostice se organizeazd in conformitate cu
documentele directive n vigoare, asigurindu-se respectarea regimului
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antiepidemic, tehnicii securitatii s1 masurilor de dezinfectie si
sterilizare [4; 20, 21]. Toate activitdfile (investigatiile de laborator,
masurile de dezinfectare etc.) se efectueazd in conformitate cu
Procedurda Operationala Standard (POS) elaboratd pentru fiecare
procedeu de lucru in conformitate cu cerintele Manualului Calitatii
institutiei. In POS-urile privitoare la metodele de lucru (cu test-sisteme
diagnostice, alte investigatii) se introduce un compartiment special
care prezinta traducerea metodei (instructiunii producdtorului testului
utilizat) in limba de stat.

4.2.2.1. Statele de personal si calificare a specialistilor

Statele de personal se constituie din urmatoarele unitdti: sef de
laborator, medici-laboranti, felceri-laboranti, laboranti si infirmiere. In
laboratoarele cu volum mare de investigatii (peste 10 mii analize
lunar) poate fi introdusa functia de registrator medical.

Numarul de unitati de colaboratori titulari se planifica, reiesind din
volumul analizelor si in conformitate cu normativele privitor la
cheltuielile timpului de lucru al specialistilor in vigoare pentru
efectuarea cercetdrilor la anticorpi anti-HIV si alte activitati (lucrul
organizatorico-metodic, participarea la seminare, iluminarea sanitara,
efectuarea elaborarilor statistice etc.).

Medicii de laborator necesitd o pregatire speciald in domeniul
diagnosticului de laborator al infectiet HIV/SIDA la inceputul
activitatii si ulterior in cadrul institutillor si a  facultatilor de
perfectionare cu testarea nivelului profesional peste fiecare cinci ani.
In afard de aceasta, medicii de laborator trec o pregitire speciald
inainte de a intra in exercifiul functiilor sale la locul de munca in
laboratorul de referinta.

Specialistii cu studii medii necesitd o  pregatire speciala pe
diagnosticul de laborator al infectie1 HIV/SIDA in cadrul unor cicluri
de perfectionare, organizate la scolile de perfectionare a lucratorilor
medicali cu studii medii cu atestarea nivelului profesional la fiecare
cinci ani. Inainte de a-si incepe activitatea, ei sunt instruiti la locul de
muncd in laboratorul de referintd sau nemijlocit in laboratorul in care
vor activa, daca existd conditii respective (volum suficient de
investigatii, specialisti cu experientd de munca si competenti). Acest
lucru se efectueaza sub conducerea sefului de laborator.

Pregatirea specialistilor la locul de munca include problemele privind
regimul antiepidemic si tehnica securitatii la efectuarea investigatiilor
la SIDA, metodele de diagnostic de laborator al infectiei HIV/SIDA
aplicate 1n laboratorul dat, corespunzator, lucrul cu dosarele asigurarea
controlului calitatii investigatiilor etc. Specialistul poate se lucreze de
sine statator dupa studierea aprofundatd a metodelor de lucru si
insusirea practica a masurilor de asigurare a inofensivitatii.
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e In caz de necesitate (implementarea unor metode noi, pregitirea
insuficientd a specialistului, incalcdrile si greselile comise etc.)
specialistul corespunzator poate fi indreptat pentru pregatire
extraordinara in laboratorul Centrului SIDA.

e Fiecare lucrator al laboratorului activeaza in corespundere cu sarcinile
si obligatiile stipulate in Fisa postului aprobatd de conducatorul
nstitutiel.

4.2.2.2. Aparataj si utilaj necesar

e Laboratoarele si sectiile de diagnosticare a SIDAei se doteazd cu
spectrofotometre, aparate de spalare a placilor, incubatoare pentru placi,
dozatoare automate mono- si multicanale de diferit volum, termostate,
frigidere, autoclav, dulap de sterilizare etc. Laboratorul de referinta se
doteaza cu un seiker pentru imunoblot. Toate aparatele se utilizeaza si se
mentin conform cerintelor producatorului expuse in manual; se mentin
sub supraveghere tehnica de catre specialistii corespunzatori si sunt
periodic verificate. Pentru protejarea de ardere, iesirea din functie a
pieselor electronice ale aparatelor, precum si in scopul excluderii varierii
indicilor aparatelor de masurare, alimentarea cu energie electrica trebuie
sd fie permanenta. Se interzice de a utiliza aparatele fara impamintare.

e Dozatoarele automate sunt instrumente de baza, deoarece orice
incorectitudine influenteaza nefast asupra rezultatelor. Setul
dozatoarelor trebuie sa corespundd diapazonului de cercetari si sa fie
intarit dupa specialistul corespunzator. Ele sunt supuse verificarii
metrologice si calibririi semestriale. In timpul efectudrii investigatiilor
fiecare operatiune cu folosirea dozatorului este controlatd vizual pentru
de a ne sigura ca nu s-au comis greseli la masurarea volumului serului
de singe sau reactivului (de exemplu, in legatura cu fixarea slaba a
conului, patrunderea in con a bulelor de aer etc.).

o Aparatajul pentru spalare. Spalarea insuficientd si necalitativa a placii
poate duce la colorarea nespecificda a continutului godeurilor cu
obtinerea unor rezultate falspozitive. Spalatoarele necesita o deservire
profilactica oportund pentru a asigura calitatea spdlarii. Dupa terminarea
lucrului, pentru a evita depunerea sarurilor din solutiile-tampoane
folosite si pentru a exclude obturarea canalelor capului de spalare
spalatorul trebuie sda fie spalat zilnic si intensiv cu apa distilata.
Uniformitatea spalarii poate fi verificatd prin folosirea substantelor
colorante.

e Dosarele si registrele de evidenta se introduc conform nomenclatorului
aprobat. Se utilizeaza forme de evidentd medicald aprobate prin ordinul
Ministerului  Sanatdfii. Registrele pentru evidenta investigatiilor
efectuate se pastreaza pe parcursul perioadei stabilite, ceia ce ofera
posibilitatea de a detine date retrospective cu privire la orice pacient
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examinat, precum si la tipul, lotul, data expirarii test-sistemei folosite,
tehnicianul, care a efectuat reactia, corectitudinea calcularii indicilor
reactiei, cut-off-ului, corectitudinea evaluarii rezultatului reactionarii
serului cercetat si alte conditii in care s-au efectuat investigatiile.
Inregistrarile se efectueaza riguros si exact. Se interzice corectarea
numerelor de inregistrare in raportul «Indicele densititilor optice in
reactia imunoenzimaticd la anticorpi anti-HIV», precum si a indicilor
densitatii optice inregistrate manual in registrele persoanelor examinate,
a inregistrarilor rezultatelor investigatiilor efectuate. Daca este necesar
de a corecta aceste date, fiecare rectificare se aprobd de cdtre seful de
laborator cu indicatia «corectare verificatd». Toate registrele sunt cusute,
semnate de conducatorul institutiei cu aplicarea stampilei.

4.2.2.3. Pregatirea probelor de singe pentru investigatie la anticorpi
anti-HIV. Receptia probelor de singe se efectueazd de cidtre registrator
medical sau felcer laborant. Registratorul medical controleaza: corectitudinea
completarii formularului de 1insotire, prezenta datelor necesare despre
persoanele examinate, data colectarii singelui; corespunderea cantitdfii si
numerotatiel probelor sanguine datelor corespunzatoare din formularele de
insotire; corespunderea termenului de pastrare a probelor sanguine cerintelor
in vigoare; calitatea probelor: lipsa cresterii bacteriene, hemolizei pronuntate,
hilozei, volumul necesar (nu mai putin de 2,5-3 ml de ser).

4.2.2.4. Rebutarea probelor de singe. Se trec la rebut esantioanele de
singe cu termenul expirat, cu crestere bacteriand, hemolizad si hiloza
pronuntata, cu numere incorecte si scrise neclar, probele care nu sunt indicate
in formulare si in alte cazuri de necorespundere a calitdfii cerintelor pentru
efectuarea investigatiei la testul ELISA. Toate cazurile de rebut se
inregistreaza in Registrul de evidenta a rebutului (f. SIDA Nr 22/e Registru
de inregistrare a rebutului). Incilcarile depistate se aduc la cunostinta
medicului-laborant care inregistreaza cazul de rebut in registru si pregateste
informatia corespunzatoare pentru conducatorul institufiet medicale
respective (scrisoare de serviciu, notd de telefon etc.). Despre toate cazurile
de rebut se familiarizeaza conducatorul institutiei din care au fost expediate
mostrele rebutate prin scrisoare oficiala.

4.2.2.5. Inregistrarea. Fiecare lot de singe insotit de un formular de
insotire in doud exemplare, se inregistreaza in «Registru de evidentd a
indreptarilor» (f. SIDA Nr 17/e Registrul de 1inregistrare a Indreptarilor
probelor de singe ale contingentelor de risc si altor contingente pentru
investigatie la anticorpi anti-HIV), prin dotarea fiecarei indreptari cu cod
special. Prima litera a codului poate sa fie A, D, K. Litera ,,A” indica, ca
mostrele apartin persoanelor in afard de donatori de singe; litera ,,D” —
donatori de singe; litera ,,K” se utilizeazd in laboratorul Centrului SIDA
pentru mostrele de singe pozitive ELISA la anti-HIV expediate din
laboratoarele diagnostice teritoriale. Cifra dupa litera A, D sau K prezinta
numarul de ordin al indreptirii (de la inceputul anului). Incazul cind se
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codificd indreptarea comund pentru mai multe mostre de singe, atunci acest
cod se referd la toate mostrele din lista, iar pentru distingerea fiecarei mostre
din lista, fiecare mostra se codificd cu codul comun pentru toata lista si, prin
bard, cu numarul ei in lista respectivd, care este scris $i pe eprubeta
respectiva (de ex., nr. A-3455/6: cifra 3455 indica numarul indreptarii, iar
cifra 6 — numarul de mostra in indreptare cu codul 3455). Acest cod al
fiecarei probei asigura confidentialitatea persoanelor testate. Numarul si data
inregistrarii se indicd pe ambele exemplare, pe fiecare foaie si pe eprubete.
Primul exemplar al indreptarii se pastreazd 1in registrul corespunzaitor, iar al
doilea se elibereaza institutiei respective cu rezultatul investigatiei. Loturile
inregistrate ale probelor sanguine se instaleaza in suport cu 96 de godeuri,
luind in considerare amplasarea probelor de control.

4.2.3. Metoda imunoenzimatica (ELISA).

Testele ELISA se utilizeaza in activitatii de supraveghere epidemiologica
a infectiet HIV/SIDA in teritoriul tdrii, asigurarea securitatii
hemotransfuziilor, profilaxia transmiterii materno-fetale, diagnosticul
individual al infectiei.

4.2.3.1. Cerintele tehnice la testele ELISA utilizate in Republica
Moldova. Testele ELISA utilizate 1in activitdfi de supraveghere
epidemiologicd a  infectiet = HIV/SIDA, asigurarea securitatii
hemotransfuziilor, profilaxia transmiterii materno-fetale si diagnosticul
individual al infectiei trebuie sa corespunda urmatoarelor cerinte:

1) Testul imunoenzimatic pentru depistarea simultana a anticorpilor anti-
HIV1 (grupul M si O), anti-HIV2 s1 a antigenului HIV1 in ser sau
plasmad umana;

2) Placa de microtitrare cu Format de microplacd 96 godeuri,
demontabild, divizata in 12 barete cite 8 godeuri.

3) Bazat pe metoda imunoenzimatica (ELISA)

4) Numarul de martori de control nu mai mult de 6 pentru fiecare lot de
lucru;

5) Sensibilitate:

e Pentru anticorpi anti-HIV 1/2 evaluatd conform cerintelor CE: 400
mostre confirmate ca pozitive HIV1 - 100%; inclusiv 40 non-B
subtipuri; reprezentind toate subtipurile HIV1; cel pufin trei mostre
pentru fiecare subtip; 100 mostre confirmate ca pozitive HIV2 — 100%,
precum si evaluata pe 20 paneluri standardizate de seroconversie);

e Pentru antigenul p24 al HIV-1: pind la 50 pg/ml.

6) Specificitate: cel putin 99,9% evaluata pe donatori de singe neselectati
conform cerintelor CE (5000 donatori neselectati, 200 pacienti clinici,
100 mostre cu posibila cros-reactivitate (RF+, cu marcheri de virusi,
femeile gravide, etc.);
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7) Termenul de valabilitate: catre ziua de receptionare de la furnizorul
nu mai putin de 90% de timp de la data de producere a testului indicata
in certificatul analitic al producatorului pind la expirarea termenului de
valabilitate pentru fiecare lot (serie) de preparate;

8) Certificare: Certificat ISO pentru IVD, Certificat CE, marcare CE
fiecare trusa si instructiune atasata la kit.

9) Preparatul diagnostic sa fie inregistrat in Republica Moldova.

10) Prezentarea instructiunii originale la test cu traducere in limba de stat.

4.2.3.2. Cerintele la realizarea lotului de lucru ELISA pe mostre de
singe (ser, plasma).

1) Efectuarea reactiei ELISA.

e Reactia ELISA se efectueaza zilnic de catre laborant, felcer laborant.
Lucrul se realizeaza sub controlul medicului de laborator (medic
bacteriolog) care va evalua reactia. Lucrul se incepe cu completarea
formularului f. SIDA Nr 10/e ,,Raportul indicilor densitatii optice in
reactia imunoenzimatica la anticorpi anti-HIV”.

e Mostrele de singe care au fost congelate se supun centrifugarii la 1000-
1500 rpm timp de 5 min.

e Toate mostrele se investigheazi sub codul atribuit la inregistrarea. In
fiecare patrat al protocolului se inscrie codul serului cercetat. La
completarea formularului laborantul controleaza inca o datd calitatea
fiecarei probe si, la necesitate, impreund cu medicul de laborator, trece
la rebut probele necalitative.

o Toate ectapele reactiei se efectueaza 1in strictd corespundere cu
instructiunea la trusd. Este necesar de a monitoriza temperatura in
salonul de lucru si in termostat (incubator) conform fiselor de evidenta,
corectitudinea pregatirii reactivelor si diludrii probelor sanguine, de a
respecta strict termenul de incubatie la diferite etape, numarul
spalarilor placii etc. Cu o atentie deosebitad se efectueaza procedura de
transferare a serurilor sanguine in godeurile corespunzdtoare ale placii,
evitind pasirea unor godeuri sau distributia dubla a esantioanelor intr-
un godeu. Este necesar de a lucra cu atentie cu dozatoarele automate,
evitind stropirea componentelor si nimerirea picaturilor mici in
godeurile vecine. Se interzice folosirea reagentilor din alte loturi de
preparate diagnostice, mai ales din preparate de alt tip. Este obligatorie
introducerea in fiecare lot de lucru a mostrelor martori (de control) din
trusa utilizata, conform cerintelor instructiunii la test.

e Dupd terminarea reactiei, se efectueaza citirea densitatii optice a
fiecarui godeu cu ajutorul cititorului pentru placi la lungimea de unda
indicata in instructiune.

2) Validarea reactiei ELISA. Reactia imunoenzimatica este validata de
catre medic, care verificd corespunderea indicilor DO martorilor de control
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cerintelor instructiunii la trusa folosita. Initial, reactia fiecarui ser este
evaluata vizual dupa prezenta coloratiei godeului, ulterior, in mod obligatoriu
- dupa indicii densitatii optice indicate de spectrofotometru. Reactia se
apreciazd ca valida, daca sunt indeplinite toate cerintele producatorului
privind indicii de validare. Loturile de lucru care nu indeplinesc cerintele de
validare a producdtorului se apreciazd cd neconforme, lotul de lucru se
rebuteaza, investigatia se repeta.

3) Evaluarea rezultatelor testarii mostrelor de singe cercetate. Rezultatul
testarii se evalueaza conform cerintelor instructiunii la testul utilizat. Ea
poate fi evaluatd ca pozitivd (reactivd), suspectd sau negativd, in
corespundere cu cerintele instructiunii la test-sistema aplicati. In cazul cind
in instructiune lipseste indicatia despre «zona gree» (zona de reactionare
suspecta), ea se apreciazd cu 10% mai putin decit cut-off-ul (pentru test-
sistemele de tip concurent - corespunzator mai mult, decit cut-off-ul). Probele
testate care se referd la «zona gri» se evalueazd ca suspecte. Mostrele
pozitive (reactive) si cele suspecte se supun testarii repetate conform
cerintelor instructiunii si algoritmului de testare (vezi mai jos).

4) fnregistmrea rezultatelor investigatiei si eliberarea lor. Rezultatele
investigatiei probelor initiale, precum si ale celor repetate, se inscriu de catre
medic in registrul corespunzator in care sunt atasate primele exemplare ale
indreptarilor de insotire, indicindu-se metoda si data efectuarii investigatiei
si se semneazd. Rezultatele pentru probele sanguine nereactive (negative) se
elibereazd institutiei respective. Se foloseste exemplarul doi al indreptarii
sau formularul individual. Rezultatele negative, in mod obligatoriu, se
confirmd prin aplicarea stampileir laboratorului care contine informatia
privind denumirea institutiei, laboratorului, rezultatul testarii (anticorpii anti-
HIV 1/2 nu au fost depistati) data eliberdrii rezultatului, semnatura sefului
laboratorului. Rezultatul se semneaza de catre seful de laborator. Mostrele de
singe cu rezultate pozitive (reactive) si suspecte se supun investigatiei de
triere conform cerintelor expuse mai jos.

5) Cerintele la efectuarea investigatiei de triere si confirmare a infectiei
HIV 1/2 a probelor de singe ELISA-pozitive §i suspecte la anticorpi anti-
H1V. Strategia §i algoritmul testarii. Investigatia de triere a mostrelor de
singe inifial reactive (pozitive, suspecte) se efectueaza in scopul excluderii
rezultatului pozitiv obtinut la testare imitiala ELISA.

e Toate probele de singe cu rezultat pozitiv si suspect la testarea initialda
in ELISA se inregistreaza in f. SIDA Nr 20/e «Registrul de
inregistrare a investigatiilor repetate la anticorpi anti-HIV”.

e Testarea mostrelor de singe la anticorpi anti-HIV se efectueaza in
conformitate cu Strategia nr. 3 recomandatd de UNAIDS si OMS (fig.
nr. 2). Luind in consideratie, ca infectia HIV 1n tara se afla in stadiul
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de epidemie concentrata, preponderent in grupele UDI, si este joasa in
populatia generald, pentru excluderea rezultatelor fals-pozitive ob{inute
la testare ELISA, este obligatorie confirmarea infectiei HIV1 sau HIV2
cu test de confirmare imunoblot.

Testarea de triere si de confirmare se efectueaza conform strategiei nr.
3 recomandate de UNAIDS si OMS (fig. Nr. 1) si algoritmului
prezentat la figura nr. 2.

Daca esantionul testat, cu reactia ELISA initial pozitiva sau suspecta,
apartine donatorului de singe, atunci cu materialul biologic se
procedeaza conform algoritmului aprobat [13].

Dacd esantionul apartine unei persoane din alt contingent, in
exemplarul II al indreptarii destinate eliberarii rezultatului se indica, ca
rezultatul testarii se retine.

Testarea ELISA continua efectuarea conform cerintelor instructiunii
producatorului test-sistemului utilizat. Daca producatorul indica, ca, la
obtinerea rezultatului initial reactiv investigatia se repetd in duplicat in
acelasi test-sistem, atunci la etapa ,,A1” testarea se repeta de doua ori.
Etapa ,,A2” se efectueaza cu utilizarea testului ELISA ,,combo”
alternativ (produs de alt producator).

Daca la etapa ,,A2” a fost obtinut iarasi rezultat pozitiv (suspect),
atunci mostra se evalueaza ca ELISA-pozitiva (suspectd), se solicitd
mostra a II de singe de la persoana respectiva.

Daca la testarea ,,A2” a fost obtinut rezultat negativ, mostra se supune
testarii ,,A3” cu alt test-sistem (al treilea test ,,combo” ELISA, sau
aglutinare pasiva, test rapid pe singe). Dacd la aceasta testare iardsi a
fost obtinut rezultat pozitiv (suspect), atunci el se evalueazad ca
ELISA-pozitiv (suspect). Dacad la testarea a treia, ca si la cea de a
doua, rezultatul a fost negativ, atunci acesta se evalueaza ca negativ la
anticorpt anti-HIV si acest rezultat se elibereaza institutiei
corespunzatoare, conform legislatiei in vigoare [9].

In cazurile neclare, la obtinerea rezultatelor discrepante, la obtinerea
indicilor joase DOser/cutt off etc. se efectueaza investigatia ELISA la
antigenul p24 al HIVI si testarea molecularo-genetici (PCR).
Concluzia privind rezultatul testarii se efectuecaza in baza rezultatelor
tuturor testarilor.

Esantioanele sanguine cu reactia ELISA initial pozitiva sau suspecta se
stocheaza la temperatura -20 °C si se pastreazd pind la definitivarea
rezultatului testdrii la SIDA a pacientului dat. Institutiei medicale
corespunzatoare 1 se transmite urmatoarea informatie: «Rezultatul
investigatiei singelui la anticorpi anti-HIV se retine». In acest caz, se
solicitd proba a doua de singe.

Serurile de singe confirmate ca pozitive se stocheaza in bancul
serurilor confirmate ca pozitive si sa pastreaza permanent la -40 °C (s1
mai joase).
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Figura nr. 2. Strategia si algoritmul testarii mostrelor de singe
la anticorpi anti-HIV 1in scop de diagnosticare

I mostra de singe

Al+ Al-
Negativ
Se elibereaza rezultatul
A2
I |
A1+A2+ Al1+A2-
Pozitiv
Se solicita mostra a I
de singe
A3
I |
A1+A2-A3+ Al1+A2-A3-
Pozitiv Negativ
Se solicita mostra a I1 Se elibereaza rezultatul
de singe

Mostra a II de singe

Al+ Al-
Al1+A2+ Al1-A2-
Pozitiv

A exclude greselile.
La necesitate, se solicita
mostra a III de singe

Testare de confirmare

A = Testare

1,2,3 = Ordinea de testare cu diferite teste
+ = Reactiv

- = Nereactiv
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e Probele de singe secundare se inregistreaza conform ordinii stabilite.
In afara de aceasta, in registrul de evidenta a investigatiilor repetate f.
SIDA Nr 20/e se indicd «Proba a doua» (a treia, a patra). Testarea
lor la anticorpi anti-HIV se efectueaza de doua ori in test-sisteme de
diferit tip. La obfinerea rezultatului pozitiv/suspect ele se
inregistreaza in registrul f. SIDA Nr 21/e ,,Registrul de 1inregistrare
a investigatiilor de confirmare la anticorpi anti-HIV” si se supun
investigatiei de confirmare. Obfinerea rezultatului negativ la
esantioanele care apartin persoanelor cu reactia ELISA pozitiva la
proba initiala denota ca prima si cea de a doua proba apartin diferitor
persoane. E necesar de a exclude comiterea oricarei greseli la diferite
etape de lucru, incepind cu colectarea singelui si la toate etapele
ulterioare. La necesitate se solicitd proba a treia de singe si din nou se
testeaza nu mai putin de douad ori in test-sisteme de diferit tip.

e Proba a doua de singe se solicitd printr-o scrisoarea de serviciu in
numele conducatorului institutiei medicale corespunzatoare.

e Probele de singe repetate solicitate de laboratoarele diagnostice se
expediaza din IMSP si alte institutii medico-sanitare insotite de
formularul SIDA Nr 3/e ,Indreptare repetati a serului de singe
pentru investigatie la HIV/SIDA”.

e In laboratoarele teritoriale mostrele de singe ELISA-pozitive (I si II)
se stocheaza la temperatura -20°C (in congelator) si se transporta de
urgentd 1n laboratorul Centrului SIDA pentru investigatia de
confirmare insotite de formularul SIDA Nr 11/e ,,indreptare in
laboratorul de referintd a probelor de singe pozitive la anticorpi
anti-HIV din laboratorul de diagnosticare a SIDAei”.

4.2.4. Metoda de confirmare Imunoblot

Testele de tip imunoblot se utilizeaza in cadrul diagnosticului individual
pentru confirmarea-infirmarea diagnosticului de laborator al infectie1 HIV1
sau HIV2. Testul Imunoblot in Republica Moldova se efectueaza in
laboratorul de diagnosticare a HIV/SIDA al CNSP, Centrului SIDA.

4.2.4.1. Cerintele tehnice la testele Imunoblot utilizate in Republica
Moldova. Testele Imunoblot trebuie sa corespundd urmatoarelor cerintelor:

Test Imunoblot HIV1:

e Test 1munoblot destinat confirmarii infectiei HIV1 prin detectia
anticorpilor anti-HIV1 in ser sau plasma sanguind umana

e Bazat pe proteine naturale lizate ale HIV1;

e Stripuri de nitroceluloza continind proteine constitutive ale HIV1
(p17/18, p24/25, p34, p40, gp4l, p52, p55, p68, gp110/120, gp160);

e Kitul contine plici (tdvite) de unicd folosintd cu compartimente
pentru fiecare strip de nitroceluloza pentru realizarea reactiei, toti
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reactivii necesari pentru utilizarea testului

Control intern anti-Ig umane

Sensibilitate: 99,5% evaluata conform cerintelor CE;

Specificitate: 100% evaluatd conform cerintelor CE;

Termenul de valabilitate: catre ziua de receptionare de la furnizor nu
mai putin de 90% de la data de producere a testului indicatd in
certificatul analitic al producatorului pind la expirarea termenului de
valabilitate pentru fiecare lot (serie) de preparate;

Certificare: Certificat ISO pentru IVD, Certificat CE, marcare CE
fiecare trusa si instructiune atasata la kitul.

Preparatul diagnostic sd fie innregistrat in Republica Moldova.
Prezentarea instructiunii originale la test si traducerea in limba de
stat.

Test Imunoblot HIV2:

Test-sistem imunoblot pentru detectia anticorpilor anti-HIV2 in ser
sau plasma sanguind umana;

Bazat pe proteine naturale lizate ale HIV2;

Stripuri de nitroceluloza continind proteine constitutive ale HIV2
(gp140, gp105/125, p68, p56, gp36, p34, p26, pl6);

Kitul contine placi (tavite) de unica folosintd cu compartimente
pentru fiecare strip de nitroceluloza pentru realizarea reactiei

Control intern anti-Ig

Sensibilitate: Nu mai putin de 99%; evaluatd conform cerintelor CE;
Specificitate: 100% evaluatd conform cerintelor CE;

Termenul de valabilitate:

Catre ziua de receptionare de la furnizorul nu mai putin de 90% de
timp de la data de producere a testului indicata in certificatul analitic
al producatorului pind la expirarea termenului de valabilitate pentru
fiecare lot (serie) de preparate;

Certificare: Certificat ISO pentru IVD, Certificat CE, marcare CE
fiecare trusa si instructiune atasata la kitul.

Preparatul diagnostic sa fie inregistrat in Republica Moldova.
Prezentarea instructiunii originale la test si traduse in limba de stat.

4.2.4.2. Cerintele la realizarea lotului de lucru imunoblot

1) Efectuarea investigatiei Imunoblot

Testarile de confirmare se efectueaza in laboratorul Centrului SIDA;
Testarii imunoblot se supun mostrele de singe prelevate, la solicitarea
laboratoarelor diagnostice, la persoanele pentru care au fost obtinute
rezultate pozitive la anti-HIV la testarea primei mostre de singe.
Investigatia imunoblot se efectueazd pe mostre nominale ale
persoanelor pozitive ELISA la testare pe doua mostre diferite de
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singe.

Reactia Imunoblot se efectueaza de catre medic.

Inainte de testare toate mostrele de singe se centrifugheaza la 1000
rpm timp de 5 min.

Lucrul se incepe cu completarea formularelor f. SIDA Nr 13-1/e
,Raportul investigatiei de confirmare a probelor de singe la anticorpi
anti-HIV-1 1n testul western blot” s1 f. SIDA Nr 13-2/e ,,Raportul
investigatiei de confirmare a probelor de singe la anticorpi anti-HIV-
2 1n testul western blot”.

Toate etapele reactiei se efectueaza in strictd corespundere cu
instructiunea la trusa.

Validarea lotului de lucru si citirea rezultatelor testarii mostrelor de
singe testate se efectueaza conform cerintelor instructiunii la test de 2
specialisti, de obicei, sef de laborator s1 medicul care a efectuat lotul
de lucru. Evaluarea rezultatelor testului imunoblot se efectueaza,
utilizind criteriul de pozitivitate recomandat de OMS.

2) inregistrarea si eliberarea rezultatelor investigatiei de
confirmare.

Rezultatele testarii de confirmare se introduc in registrul cu primele
exemplare de indreptare (f. SIDA Nr 1/e si 2/e).

La obtinerea rezultatului pozitiv imunoblot pentru persoana
respectivd se completeazd formularul f. SIDA Nr 14-1/e ,,Raport cu
privire la confirmare de laborator a unui caz nou de infectie cu
virusul HIV-1” sau f. SIDA Nr 14-2/e ,Raport cu privire Ila
confirmare de laborator a unui caz nou de infectic cu virusul
HIV-2” care se prezinta vicedirectorului institutiei de profil.

La obtinerea rezultatelor nedeterminate sau negative datele privind
persoane respective cu toate rezultatele investigatiilor de laborator se
prezinta in sectia epidemiologie SIDA al Centrului SIDA sau in
sectia de consiliere si testare voluntard (pentru persoanele consiliate
inainte de testare in aceasta sectie).

Laboratorul nu elibereaza datele privind rezultatele testarii de
confirmare persoanelor investigate.

Persoanele cu rezultat nedeterminat la testare imunoblot se supun
investigatiei cu utilizarea tehnicilor de biologie moleculara (PCR).

4.2.4.3. Diagnosticul infectiei HIV-infectiei HIV la copiii pina la virsta
de pind la 18 luni.

Diagnosticul infectiei HIV-infectiei HIV la copiii pina la virstd de
sub 18 luni se bazeaza pe depistarea structurilor molecularo-genetice
ale HIV1 si a antigenului p24 al HIV1 conform cerintelor in vigoare
[22]. Mostrele de singe ale copiilor <I8 luni expediate in
laboratoarele diagnostice SIDA se supun testarii cu un test ELISA de
tip ,,combo” care depisteazd concomitent anticorpii anti-HIV 1/2 si
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antigenul p24 al HIVI1 cu sensibilitate analiticd nu mai joasda de 50
pg/ml. Investigatia se efectueazd conform algoritmului descris in
compartimentul 4.2.3.2 (testarea primei probe de singe).

La obtinerea rezultatului pozitiv cu primul test ELISA investigatia se
petrece cu alt test ELISA. Paralel se efectueaza testarea la antigenul
p24 si PCR.

Mostrele de singe ale copiilor < 18 luni expediate in laboratoarele de
diagnostice SIDA teritoriale, care nu dispun de teste la Ag p24, se
supun testarii cu un test ELISA de tip ,,combo” care depisteaza
concomitent anticorpii anti-HIV 1/2 si antigenul p24 al HIV1 cu
sensibilitate analiticdA nu mai joasa de 50 pg/ml. Investigatia se
efectueaza conform algoritmului descris in compartimentul 4.2.3.2
(testarea primei probe de singe). La obtinerea rezultatului pozitiv in
primul test ELISA investigatia se petrece in alt test ELISA. La
obtinerea rezultatelor pozitive la testare in ambele teste sau in unul
din doud confirmarea/infirmarea infectiei HIV se efectueaza prin
metode de depistare a Ag p24 si secventilor molecularo-genetice
caracteristice HIV (prin PCR).

4.2.5. Cerintele la organizarea testarilor rapide la infectia HIV in

Republica Moldova

In Republica Moldova, in conformitate cu instructiune in vigoare,” [35],
testele rapide se utilizeaza in urmatoarele activitati:

1) Determinarea rapida a starii HIV a gravidelor internate la nastere,
care din anumite motive nu au fost examinate pe perioada sarcinii, in scop
de luare a deciziei privind administrare urgenta a curei de terapie
profilactice ARV;

2) Efectuarea investigatiilor in cadrul supravegherii epidemiologice de
sentineld la realizarea masurilor prevazute de ,,Programul National de
profilaxie si control al infectiei HIV/SIDA si infectiilor cu transmitere
sexuald pe anii 2006-2010”;

3) Efectuarea testarilor in serviciul de consiliere si testare voluntara.

4.2.5.1. Cerintele generale la organizarea testarilor rapide

Instruirea privind utilizarea metodelor rapide de testare la infectia
HIV se realizeaza la baza laboratorului CNSP, Centrului SIDA.
Instruirea se efectueazd de catre specialisti ai acestui laborator la
seminarele respective, precum si la locul de munca.

Prelevarea si testarea mostrelor de singe se efectueaza de specialisti
medicali. Prelevarea si testarea rapida a mostrelor de salivd pot fi
efectuate de cdtre voluntari din organizatii non-guvernamentale,
pregatiti in mod special, inclusiv realizarea practica a testarii, pe baza
laboratorului de referinta sus numit.

Se instruiesc specialistii din cadrul laboratoarelor si sectiilor de
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diagnosticare SIDA, care realizeaza testarile de laborator in scop de
supraveghere epidemiologica, specialisti din laboratoarele de
diagnosticare clinica din cadrul institutiilor medico-sanitare publice
republicane, municipale si raionale, 1n componenta cdrora
functioneaza sectii obstetrice. Se instruiesc doi specialisti: unul - cu
studii medicale superioare si unul - cu studii medicale medii.
Voluntarii din ONG se instruiesc nemijlocit inainte de initierea
investigatiilor. Aceste instruiri se realizeazd de catre specialistii
laboratorului al Centrului SIDA, CNSP; la necesitate - cu
participarea specialistilor din laboratoarele si sectiile teritoriale de
diagnosticare SIDA. Programele de instruire includ compartimentele
teoretic si practic. La seminare voluntarii fac cunostintd cu infectia
HIV, cadile de transmitere, masurile de profilaxie, cerintele la
organizarea regimului antiepidemic in lucrul care urmeaza sa fie
realizat si masurile de securitate personald, precum ei studiaza
detaliat programul de organizare efectuarii a investigatiei. La lectiile
practice voluntarii insusesc realizarea tehnica de testare a mostrelor
biologice cu utilizarea preparatului diagnostic care va fi aplicat in
studiul.

Pentru testdrile rapide se utilizeaza testele omologate 1 inregistrate
in Republica Moldova conform cerintelor in vigoare, achizitionate in
mod centralizat din sursele bugetare sau din granturi respective.
Volumele de preparate achizitionate din sursele bugetare sunt
planificate anual (pentru anul viitor), reiesind din situatia epidemica,
sursele financiare alocate din buget si granturi, in conformitate cu
planurile respective aprobate in mod stabilit pentru perioada de cinci
ani. Achizitiondrile se realizeazd prin organizarea tenderilor in
conformitate cu legislatia in vigoare. Volumele anuale de preparate
achizifionate de obicei se divizeaza in doud sau mai multe transe,
reiesind din termenii stabiliti de studii si termenii de valabilitate a
kiturilor.

Test-sistemele achizitionate sunt receptionate de catre Centrul
National de Sanatate Publica, Centrul SIDA. Livrarea kiturilor se
efectueaza in baza repartizdrii aprobate de Ministerul Sanatatii.
Receptionarea preparatelor diagnostice se realizeazd de catre
institutiile respective in conformitate cu cerintele in vigoare.
Pastrarea preparatelor diagnostice se asigura de catre institutiile care
le-au receptionat, in conformitate cu cerintele producatorului indicate
pe ambalajul kiturilor s1 in instructiunea la test.

Responsabilitatea pentru evidenta, pastrarea si utilizarea preparatelor
diagnostice in limitele termenilor de valabilitate o poarta institufia
care le-a receptionat. Institutiile care au receptionat testele prezinta
trimestrial darea de seama in adresa CNSP, Centrului SIDA despre
utilizarea preparatelor in modul stabilit.
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4.2.5.2. Cerintele la utilizarea testelor rapide in activitati de prevenire
a transmiterii verticale a infectiei HIV

1) Responsabilitati.

o Testarea rapidda a gravidelor internate la nastere in sectiille de
obstetricd cu o stare HIV necunoscutd se face pe probe de singe in
laboratoarele de diagnosticare clinicd din cadrul institutiilor medico-
sanitare publice. Specialistii, responsabili de organizarea si
efectuarea investigatiilor, respectarea regimului antiepidemic si
securitatea personalului sunt sefii sectiilor de obstetrica si
laboratorului clinico-diagnostic, conform ordinului sefului institutiei.

e Specialistii laboratorului clinico-diagnostic trec o pregatire speciala,
inclusiv treningul de efectuare a testului.

e Daca gravida a fost internatd la nastere in timpul zilei, testarea se va
face in laboratorul clinico-diagnostic, dacd in timpul noptii sau in
zilele de odihna si de sarbatoare — in laboratorul sectiei de reanimare.

2) Organizarea lucrului in sectia obstetricd. Inregistrarea gravidelor
care se interneaza la nastere cu statusul HIV necunoscut se efectueaza intr-
un registru special, in care se noteazd urmatoarele date din buletinul de
identitate al gravidei: numele si prenumele gravidei, anul nasterii, adresa la
domiciliu, precum si data prelevarii mostrei de singe pentru testare la
infectia HIV, rezultatul testarii, masurile luate in cazul obtinerii rezultatului
pozitiv al testarii, semndtura specialistului de garda si a sefului de sectie.
Mostra de singe se expediaza in laboratorul clinico-diagnostic insotita de
formularul ,,SIDA Nr. 2/e” aprobat prin Ordinul Ministerului Sanatatii nr.
139 din 28.05.2002. Faptul si rezultatele testarii nu pot fi divulgate.
Registrul se pastreaza in safeu sau intr-un dulap ce se incuie cu cheia.

3) Organizarea lucrului In laboratorul de diagnosticare clinicd. Intr-
un registru asemadndtor, se noteaza datele privind numarul si data
inregistrarii mostrei de singe, numele s1 prenumele, anul nasterii si adresa la
domiciliu a gravidei, precum si denumirea, seria si termenul de valabilitate
al preparatului folosit, rezultatul investigatiei (pozitiv, negativ, suspect),
numele si prenumele, functia si semnatura specialistului ce a efectuat
investigatia, numele, prenumele i semndtura medicului de serviciu,
semndtura sefului de laborator. Faptul si rezultatele testdrii nu pot fi
divulgate. Registrul se pastreaza in safeu sau intr-un dulap ce se incuie cu
cheia. Testarea rapida se efectueazd imediat la receptionarea si inregistrarea
mostrei de singe, respectind cerintele securitdfii biologice. Rezultatul se
elibereaza la terminarea testarii, utilizind formularul ,,SIDA Nr. 26/e”
aprobat prin Ordinul Ministerului Sanatatii nr. 139 din 28.05.2002.
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4) Cerintele generale la testarea gravidelor la marcheri serologici ai
HIV. Pentru testdrile rapide se utilizeazd testele rapide omologate si
inregistrate in Republica Moldova, bazate pe depistarea anticorpilor anti-
HIV1 si anti-HIV2 in mostre de singe prelevate din deget sau din vena.
Prelevarea mostrelor de singe se realizeaza in conformitate cu cerintele
generale pentru aceste proceduri.

Seturile de diagnostic se pastreazd in corespundere cu instructiunea
anexatd la kitul de la producator. In incdperile unde sa pastreaza kiturile si
se efectueaza testarea mostrelor sanguine este interzis accesul persoanelor
strdine.

Pentru excluderea manipularilor parenterale repetate, se pot testa probele
de singe prelevate in ziua testdrii pentru alte investigatii. Nu se admite
incalzirea probelor de singe destinate testarii. Mostrele de singe
contaminate cu oricare reactivi chimici, cu semne de crestere bacteriana,
hemoliza pronuntatd, precum si cu termenii expirati de valabilitate nu pot fi
supuse testarii si se rebuteaza.

5). Algoritmul testarii si evaluarea rezultatelor. Testarea singelui
gravidelor se efectueaza dupa urmatorul algoritm (fig. 3).

e La obtinerea de rezultat negativ a testarii primare, proba de singe se
evalueazd ca necontinind anticorpi anti-HIV, acest rezultat se
elibereaza in sectia obstetrica;

e La obtinerea de rezultat pozitiv se face testarea a doua a singelui cu
test rapid;

e Daca rezultatul celei de-a doua testari este de asemenea pozitiv,

proba de singe se evalueaza ca reactiva la prezenta anticorpilor anti-
HIV1 si anti-HIV2.

e Rezultatul se aduce la cunostinta sefului sectiei obstetrice pentru
luarea deciziei privind administrarea curei profilactice de ARV
conform protocolului aprobat (3). La gravida respectiva se preleva
din vena a doua mostra de singe, serul fiind expediat in laboratorul
teritorial de diagnosticare a SIDA, e de dorit, impreuna cu prima
mostrd de singe, pentru definitivarea statusului HIV. In laboratorul
de diagnostic investigatia la marcheri serologici ai HIV se efectueaza
in conformitate cu algoritmul aprobat (5).

e Daca rezultatul celei de-a doua testdri este negativ, se face cea de-a
treia testare cu test rapid. Daca rezultatul este negativ, proba de singe
se evalueazd ca necontinind anticorpi anti-HIV, rezultatul se
comunica in sectfia obstetricd. Daca rezultatul este pozitiv, mostra de
singe se evalueaza ca reactiva la anticorpi anti-HIV. Acest rezultat se
aduce la cunostinta sefului sectiei obstetrice pentru luarea deciziei
privind administrarea curei profilactice de ARV conform cerintelor
in vigoare. La gravida respectivd se preleva din vend a doua mostra
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Figura nr. 3. Algoritmul testarii gravidelor la marcheri serologici ai
HIV cu utilizarea testului rapid

Prima testare cu test rapid

— T

Negativ: Pozitiv
1. Se face concluzia privind lipsa Mostra se cerceteaza
anti-HIV; o . . a doua oara
2. Rezultatul testarii se elibereaza in

sectia obstetrica

/

A doua testare cu test rapid

—

Negativ:
Mostra se testeaza

a treia ora

|

A treia testare cu test rapid

/\

Negativ: Pozitiv
1. Se face concluzia 1. Proba de singe se evalueaza
privind lipsa anti-HIV ca pozitiva la anticorpi anti-
2. Rezultatul testarii se HIV 1/2.
elibereaza in sectia 2. Rezultatul testarii se
obstetrica elibereaza in sectia obstetrica

pentru luarea deciziei privind
administrarea unei cure de
tratament cu preparate ARV.

3. Se preleva din vena a doua
proba de singe si serul se
expediaza in laboratorul
teritorial de diagnosticare SIDA
(de dorit impreuni cu primul
esantion) pentru definitivarea
statusului HIV
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de singe, serul fiind expediat in laboratorul teritorial de diagnosticare
a SIDA, e de dorit, Tmpreund cu prima mostra de singe, pentru
definitivarea statusului HIV. In laboratorul de diagnostic investigatia
la marcheri serologici ai HIV se efectueaza in conformitate cu
algoritmul aprobat (testare de triere si confirmare).

e Evaluarea rezultatului testdrii se efectueaza de cdtre medic de
laborator impreund cu laborantul care a realizat testarea, concluzia
finald se efectucaza de catre medicul si se semneaza de sef de
laborator. Toate rezultatele testarilor rapide se comunicd sefului
sectiel obstetrice, rezultatele pozitive - in mod de urgenta.

4.2.5.3. Cerintele la utilizarea testelor rapide in activitati de
supraveghere epidemiologica de sentineld a infectiei HIV. Dupa cele sus
mentionate, in stadiul doi al infectiet HIV - de epidemie concentratd -
supravegherea epidemiologicd se concentreazd asupra particularitatilor
comportamentale in grupele de populatie cu risc sporit (UDI, lucratori de
sex comercial, barbati ce practica relatii sexuale cu barbati etc.). Pentru
realizarea diferitor obiective ale supravegherii epidemiologice de sentinela
a infectie1i HIV, se utilizeaza metode ELISA si testari rapide.

Dupa cum a fost mentionat, investigatiile rapide la infectia HIV realizate
in scop de supraveghere epidemiologice de sentineld se organizeaza in
conformitate cu ordinul (dispozitia) MS si un program aprobat.

1) Substraturi biologice testate. Testarile rapide pot fi realizate pe
diferite substraturi biologice: singele integrat, serul, plasma, sputa si urina.
Alegerea substratului biologic pentru testare depinde de obiectivele
studiului epidemiologic, strategiile de testare alese, dotare cu test-sisteme
diagnostice, prezenta in apropiere a unui laborator diagnostic, posibilitate
de a antrena in lucru personal medical sau fara studii medicale etc. Luind in
consideratie titrul mai inalt al anticorpilor in singe fatd de alte substraturi
biologice, precum si existenta si accesibilitatea test-sistemelor comerciale
performante, la alegerea tacticii de testare mostrele de singe sunt mai
preferabile.

2) Organizarea testarii neasociate la anticorpi anti-HIV a ramasitilor
de singe din seringile colectate in grupe de UDI. Participantii din grupul
UDI se informeaza privind faptul si motivul colectarii seringilor utilizate.
Seringile care urmeaza sa fie reintoarse se elibereaza participantului in
ajunul zilei de colectare a seringilor impreund cu fisa completatd cu
denumirea organizatiei si stampilatd. Colectarea seringilor utilizate se
efectueaza concomitent cu eliberarea seringilor noi. La schimbarea
seringilor fisa se completeaza cu datele privind localitatea, numarul grupei
de sentineld, sexul participantului si stagiul consumarii drogurilor, data.
Fiecare seringa se cifreaza cu codul special, care contine codurile respective
privind grupul de sentinela (a, b, c ...), grupul de virstd dupa prima cifra (de
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exemplu, grupul de 10-15 ani se codeazd ,,10”), stagiul consumarii
drogurilor (1 an, 2, 3...). Asa dar, marcarea seringii va fi, de exemplu:
a,M,20,3 sau b,F,25,7.

Acele seringilor necesita sa fie strins acoperite cu tichii. Seringile se
impacheteaza in sacose de polietilend, pe urma in cutii (containere) din
material etans. Cutiile se depun in container frigorifer si se expediaza in
laboratorul in care vor fi testate.

3) Cerintele la organizarea si realizarea testarii salivei la anticorpi
anti-HIV 1/2.

Testarea rapida a salivei poate fi efectuata in cabinete de consiliere si
testare voluntard, in activitdfi de supraveghere epidemiologicd de
sentinela.

Investigatiile la anticorpii anti-HIV 1/2 se efectueazd la un loc de
lucru amenajat cu o masd speciala pentru realizarea testului,
suprafata careia se prelucreaza cu solutie de dezinfectare dupa fiecare
pacient. Salonul se doteaza cu o masa si un scaun pentru operator, un
scaun pentru pacient, o tumba cu sertare sau un dulap pentru
pastrarea testelor si consumabilelor, Pe o tumba de asemenea cu
suprafatd acoperitd cu material prelucrabil cu solutie de dezinfectare
se instaleazd un vas cu solutie de dezinfectare pentru dezinfectarea
materialelor utilizate.

Locul de lucru al operatorului se doteaza cu instructiune originala a
producatorului la testul utilizat tradusi in limba de stat. In
conformitate cu cerintele Manualului calitatii al institutiei se
elaboreazd Procedura Operationalda Standard (POS) pentru lucru cu
testul utilizat. Un compartiment al acestui document include
traducerea 1n limba de stat a instructiunii la test al producatorului. La
necesitate, POS include o anexa cu descrierea scurtd, schematica, a
etapelor de realizare a testului.

Investigatia se efectueaza de specialist cu studii medicale superioare
sau medii pregatit in problema. Acest specialist se pregateste la locul
de lucru intr-o institutie medicald republicand sau trece instructaj
nemijlocit la locul de lucru unde vor fi realizate aceste testari de catre
un specialist pregatit in problema. Instruirea se documenteaza
conform modului stabilit, sub semnatura celui care a realizat
instructajul si celui care a fost instruit.

La efectuarea testarii operatorul se conduce de POS sau de schema
scurtd depusa Intr-o sacosa transparenta din polietilena (fail), care se
prelucreaza cu solutie de dezinfectare la terminarea lucrului.
Prelevarea mostrelor de salivda se efectueaza in conformitate cu
cerintele instructiunii la test, utilizind accesoriul special din trusa.
Inainte de a scoate acest accesoriu din trusd, operatorul imbraca
manusi de gumd (cauciuc), se spald pe miini cu sdpun sub apa

54



curgdtoare, prelucreaza mdiinile cu un tampon inmuiat cu alcool etilic
de 70 °, dupa ce preleva proba. Prelevarea probei cu accesoriul
respectiv poate fi realizatd nemijlocit de catre pacientul, dupa
instruirea detaliatd efectuatd de operator, daca acest lucru permite de
instructiunea la testul utilizat.

e Testarea mostrelor de saliva la anticorpi anti-HIV 1/2 se efectueaza
in conformitate stricta cu POS elaborata in baza cerintelor
Manualului calitatii si instructiunii producatorului la testul utilizat.

e La terminarea timpului de expozitie se efectueaza citirea rezultatului
testului, care include doua etape:

I _etapa: validarea testului, care se efectueaza conform cerintelor
instructiunii. De obicei, dispozitivul testului contine zona de control si zona
de test. Daca in zona de control este prezentd o bandd (sau linie, pata,
punct), inseamna cd testul a fost realizat corect si testul se evalueaza ca
valid. Daca in zona de control aceasta linie lipseste, inseamna, ca controlul
nu a trecut, reactia se evalueaza ca invalidd si necesitd sa fie repetata.
Fiecare caz de test invalid necesitd sa fie studiat pentru definitivarea cauzei
invaliditatii. Dintre aceste cauze pot fi numite:

e cxpirarea termenului de pastrare a truselor;

e temperatura joasa sau inaltd in salonul de lucru, care nu corespunde
conditiilor cerute de producator;

e careva neconformitdfi comise la prelevarea mostrei, la realizarea
testului, abateri de la cerintele instructiunii.

A 11 etapa: evaluarea rezultatului testarii mostrei de saliva
investigata. In cazul cind testul realizat a fost evaluat ca valid, se
efectueaza evaluarea rezultatului testdarii mostrei de saliva respective
conform cerintelor POS-ului. De obicei, pot fi obtinute cel putin doua
variante:

o rezultat negativ: pe dispozitiv vedem doar o banda (punct) in zona
controlului s1 nu este nici o banda (linie, punct) in zona testului.
Persoanei 1 se elibereaza rezultatul: anticorpi anti-HIV 1/2 in mostra
de saliva nu au fost depistati.

e rezultat pozitiv, cind, in afard de banda (linie, punct) in zona
controlului apare o bandi (linie, punct) in zona testului. In asa caz
investigatia se repetd cu un dispozitiv nou. Daca rezultatul testarii
repetate e pozitiv, se face concluzia privind rezultat preliminar
pozitiv la testare rapida a salivei la anticorpi anti-HIV. In acest caz
persoanei respective 1 se comunicd, ca pentru definitivarea
rezultatului testarii la anticorpi anti-HIV testarea la infectia HIV
necesita sa fie efectuatd pe proba de singe si, cu consimtamintul
persoanei, 1 se da indreptare la salonul de proceduri pentru prelevarea
mostrei de singe. In cazul, cind la testarea repetati a fost obtinut
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rezultat negativ, se face a treia testare cu un dispozitiv nou. Dacad la a
treia testare a fost obtinut rezultat negativ, se face concluzia privind
rezultat negativ la anti-HIV 1/2. Persoanei i se elibereaza rezultatul:
anticorpi anti-HIV 1/2 in mostrd de saliva nu au fost depistati. Daca
la a treia testare a fost obtinut rezultat pozitiv, procedind asa cum a
fost mentionat anterior.

e Unele test-sisteme pot prezenta si rezultat suspect, cind nu poate fi
efectuatd concluzia definitiva privind rezultat negativ sau pozitiv. In
asa cazuri se recomanda evaluarea testului de do1 specialisti si daca
rezultatul testului se evalueaza ca suspect, investigatia se repeta cu
un dispozitiv nou. Daca rezultatul testarii repetate e negativ,
persoanei 1 se da raspuns, cd in mostrd de saliva anticorpi anti-HIV
72 nu au fost depistati. Dacd rezultatul testarii repetate se evalueaza
ca suspect sau pozitiv, se face concluzia privind rezultat preliminar
pozitiv sau, respectiv, suspect la testare rapidd a salivei la anticorpi
anti-HIV. In acest caz persoanei respective se comunici, ci testarea
la infectia HIV necesitd sa fie efectuata pe proba de singe si, cu
consimtamintul persoanei, 1 se dd indreptare la salonul de proceduri
pentru prelevarea mostrei de singe.

4) Calitatea testarii mostrelor de saliva la anticorpi anti-HIV se asigura
prin respectarea urmatoarelor cerinte: testarea se efectueaza in conditii care
pot asigura cerintele procesului tehnologic si securitdtii biologice;
investigatiile se efectueaza de personal (medical sau nemedical) pregatit in
problema, inclusiv in realizarea practica a testului; utilizarea test-sistemelor
aprobate si Inregistrate in tara; asigurarea cerintelor producdtorului la
transportarea §i stocarea preparatelor; respectarea strictd a cerintelor
producdtorului la realizarea, validarea testului si evaluarea rezultatului
testarii.
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Capitolul 5

SELECTIA SI EVALUAREA TEHNOLOGIILOR
DE TESTARE HIV FOLOSITE iN SUPRAVEGHEREA
EPIDEMIOLOGICA A INFECTIEI HIV

5.1. Recomandarile UNAIDS si OMS privind Selectia si evaluarea
tehnologiilor de Testare HIV folosite in supravegherea HIV

e Factorii de selectie:
Recomandarile UNAIDS/OMS cu privire la selectarea ELIA sau
testelor rapide
Raportul anual al UNAIDS/OMS privind caracteristicile operationale
ale testele disponibile pentru domeniul de laborator
Caracteristicile operationale ale testelor in tara
Conditiile in tara

e Evaluarea testelor selectate in fara
Evaluarea testelor in laboratorul national de referinta, laboratorul
regional si alegerea celor mai performante si convenabile.

Multe tari folosesc o varietate de diferite tehnologii de testare HIV si1
algoritme de testare. De exemplu, laboratorul national de referintd poate
uliliza pentru screening un test rapid si un ELISA pentru confirmare, in
timp cind laboratorul regional poate folosi alte teste rapide decit laboratorul
national atit pentru screening cit si pentru confirmare. Din cauza acestor
diferente, este importantd coordonarea si documentarea la nivel national de
supraveghere a tuturor tehnologiilor de testare si algoritmilor de testare,
care sunt utilizate in tard. In plus, in scopul de a asigura date fiabile si
comparabile de supraveghere intr-o perioada mai mare de timp, numarul de
tehnologii de testare care sunt folosite intr-o tard ar trebui sa fie reduse la
minimum.

Recomandare. Este important pentru coordonatorul de supraveghere
pentru a documenta toate tehnologiile de testare si algoritmii de testare,
care sunt utilizate in tara.

5.1.1. Cum se selecteaza testele

Selectarea tehnologiei adecvate de testare HIV pentru a fi utilizate in
tarile in curs de dezvoltare poate fi o problema, deoarece poate sa nu fie un
grup consultativ tehnic la nivel national care ar putea sd analizeze si sa
evalueze testele disponibile HIV. Prin urmare, decizia privind selectarea
testului (testelor poate fi adesea luatd de catre o agentie de donator bazatd
pe cost sau ca urmare a influente1 unui producator.

In schimb, in cazul in care infrastructura de laborator la nivel national
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este suficientd, tarile ar trebui sd evalueze performanta de tehnologii de
testare HIV 1n serviciul de laborator al lor. Cu toate acestea, evaluarea
tehnologiilor de testare intr-o tara poate fi limitatd de costurile ridicate ale
echipamentelor, lipsa expertilor tehnici, precum si 1n legatura cu
capacitatile insuficiente pentru a procesa diferite specii de teste si apoi a le
transporta in laborator de nivel national.

Daca nu este posibil a realiza o evaluare in tard, o tard ar trebui sa
revizuiascd factorii de selectie de mai jos si apoi sa selecteze fie un test (e)
din lista UNAIDS/OMS de teste HIV disponibile in prezent sau a selecta un
test in baza evaludrilor, de preferintd in regiune, de catre o altd sursd
independenta, necomerciald (Fig. 4).

Figura 4. Strategiile de testare UNAID si OMS

Selectarea strategiei de testare la HIV

T

Strategia I Strategia 11 Strategia 111

N .~

Selectarea testelor in baza de evaluare:
e Recomandirilor UNAIDS/OMS privind utilizarea testelor
rapide si/sau ELISA
e Caracteristicilor operationale ale UNAIDS/OMS (de ex.,
precizie) din punct de vedere al disponibilitatii comerciale;
e Caracteristicile operationale ale testelor evaluate in teren
Conditiile din tara

Efectuarea evaluarea in tara *

Da Nu
Testul (testele) se selecteaza in baza Testul (testele) se selecteaza in
rezultatele obtinute w% baza listei UNAIDS/OMS **

* Determinarea sensibilitatii si specificitatii testelor HIV selectate in conditiile de
clinica si de laborator.

ok Selectati cel mai bun test (e) pentru Strategii II si I1I, in ordinea de teste.
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Recomandare. Inainte de a selecta teste pentru utilizare, in tard ar
trebui sa fie efectuata evaluarea exactitatii testelor §i caracteristicilor
operationale in acea tard sau, in cazul in care acest lucru nu este posibil,
selectarea testelor se efectueaza in baza evaluarii efectuate de catre o
sursd independentad, necomerciala.

Factorii de selectare. Prima decizie pirivind alegerea tehnologiilor de
testare HIV, care ar trebui sa fie luatd, este decizia privind formatul de
testare care va fi utilizat (ELISA, test rapid sau o combinatie a celor douad).
Apoi, trebuie examinate caracteristicile operationale ale tehnologiilor de
testare in ceea ce priveste conditiile In tara: infrastructura de laborator,
disponibilitatea personalului calificat de laborator, precum si existenta
sistemului de asigurare a masurilor de control al calitatii.

e Recomandarile UNAIDS/OMS privind selectarea testelor ELISA
sau a testelor rapide. UNAIDS si OMS recomanda teste rapide, in
loc de teste ELISA, in zone indepartate geografic, zone in care
lipseste sau infrastructura de laborator nu este bine dezvoltata si in
institutiile medicale unde se efectueaza mai putin de 100 de teste pe
zi. In aceste situatii, testele rapide sunt preferate, deoarece acestea se
realizeaza repede si usor si majoritatea au un termen de valabilitate
mai mare decit reactivi pentru ELISA. Testele rapide sunt ideale
pentru utilizarea la nivel local din cauza simplitatii lor si costeficienta
relativ mica (in special cheltuielile pentru echipamente si intretinerea
echipamentului). UNAIDS si OMS recomanda ELISA pentru zonele
cu infrastructura de laborator binedezvoltata, asigurate cu personal
calificat, pentru institutii in care se efectueazd 100 sau mai multe
teste pe zi, fiind ca testese ELISA sunt foarte eficiente pentru testare
in serie s1 usor de implementat in laboratoare la nivel national sau
regional [18].

e Raportul anual UNAIDS/OMS privind caracteristicile operationale
ale testelor HIV disponibile in comert. UNAIDS si OMS publicd un
raport anual privind caracteristicile operationale ale testelor
disponibile in comert HIV, care include evaluari privind
sensibilitatea si specificitatea ale testelor, usurinta de performanta,
adecvare pentru utilizare in laboratoare mici si cost [17]. Copii ale
acestui raport pot fi obtinute prin contactarea UNAIDS sau de OMS
la unaids@unaids.org sau publicatii@who.int. Un test foarte
performant se recomanda atunci cind cota rezultatelor fals negative si
fals pozitive este redusa.

e Caracteristicile operationale ale testelor in teren. Este important
de a lua in considerare caracteristicile testelor selectate in tara in care
acestea vor fi utilizate. Caracteristicile importante includ usurinta de
realizare, cost per test, cerintele de depozitare, termenul de
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valabilitate a produsului, echipamentul necesar si intretinerea lui,
calificativul personalului, disponibilitatea regulatd de teste de la
producatori [23].

e C(Conditiile in tara. Conditiile in tara care vor influenta selectarea
testelor include numarul de teste efectuate de zi cu zi, experienta si
competenta personalului, costurile de teste, infrastructura de
laborator, existenta unui laborator de referinta, de control al calitatii
si a masurilor de asigurare a calitatii in laborator, conditiile de
depozitare (refreigeratoare controlate), logistica de laborator (de ex.,
disponibilitatea materialelor, sursa de energie electrica permanentad).

5.1.2. Evaluarea testelor in tara

La selectarea tehnologiilor de testare HIV, testele ar trebui sa fie
evaluate in tarda: 1) sa fie determinatd sensibilitatea si specificitatea testelor
disponibile in comert si 2) validarea performantelor testelor la utilizarea
specificitatii testelor evaluate [24]. Pentru evaluare in tara poate fi utilizata
o abordare in trei etape (tab. 6). Prima etapa se desfasoara in laboratorul
national de referintd pentru a determina sensibilitatea si specificitatea
noului test (e) in conditii ideale de laborator. In etapele II si III,
specimenele sunt colectate in perspectiva. In etapa a doua, specimenele sunt
colectate la unele clinici regionale si evaluate in laboratoarele regionale. In
a treia etapa, exemplarele sunt colectate si evaluate in conditii de cimp in
care acestea vor fi utilizate.

Acest tip de evaluare in trei etape a fost realizat in Honduras si in
Uganda [25, 26]. In Honduras, sapte teste rapide au fost evaluate in etapa I,
prin testarea a 600 exemplare stocate in laboratorul national de referinta. Pe
cinci teste, care urmeaza sd fie evaluate in perspectiva, in etapa a Il (n =
900). Trei dintre cele cinci teste au fost ulterior evaluate in perspectiva, in
etapa a III la spitalele s1 clinicele rurale. Valorile predictive pozitive si
negative au fost calculate pentru diferite algoritme de testare, folosind trei
teste pentru a determina, care algoritm de testare va fi cel mai adecvat. O
prezentare generala in trei etape pentru o evaluare in tard este prezentatd in
tabelul 6, cu toate acestea, conturul ar trebui sa fie adaptat si extins in
dependenta de particularitatile statale.

Tabelul 6. Prezentare generala pentru evaluare in tara
a tehnologiilor de testarea HIV

Etapa I: Evaluarea e Selectati aproximativ 500 mostre de ser sau plasma
retrospectiva a (aproximativ 250 pozitive la anticorpi anti-HIV si 250
sensibilitatii si negative la anti-HIV) de la exemplare deja colectate si
specificitatii testelor stocate prin congelate (de ex., mostre colectate pe
selectate in parcurs de activitati de supraveghere) sau mostre de
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laboratorul national
de referinta

singe stocate la banci de singe.

Inainte de evaluare a testelor, a crea un panel de
referintd incluzind aproximativ 25 mostre pozitive la
anti-HIV si 25 negative la anti-HIV, evaluarea
competentei tehnicienilor care vor efectua testarea.
Tehnicieni efectueaza testarea specimenelor selectate de
referintd, folosind algoritmul actual de testare si testele
selectate *. Algoritmul actual de testare ar trebui sa fie
considerat ca ,,standard de aur” pentru testele selectate
pentru evaluare. Determinati sensibilitatea gi
specificitatea testelor selectate.

Etapa II: evaluarea
de perspectiva a
testelor selectate in
laboratoarele
regionale

Presupunind performanta adecvata (de ex.,
sensibilitatea, specificitatea, usurinta de realizare), din
testele selectate in etapa I, se efectueaza evaluarea de
perspectiva a testelor selectate in citeva laboratoare
regionale §i spitale din tara. Pentru panelul de evaluare
ar trebui sa fie colectate aproximativ 100 de specimene
pozitive la anti-HIV i 200 de specimene negative la
anti-HIV (in total 600 - 900 de specimene).

Fiecare specimen ar trebui sa fie codificat cu un cod
unic, astfel incit ulterior ar putea fi identificat dupa
informatii demografice corespunzatoare si specificul
site-ului. O metoda posibila de selectie poate fi
urmatorul model. Aceste specimene confirmate ca
pozitive la anti-HIV prin practici curente se supun
testarii cu testele selectate. Mostrele de singe ar trebui sa
fie testate folosind testele selectate, conform
instructiunilor producétorului si, de asemenea, testate
folosind algoritmul de testare. Numai rezultate testarii
obtinute conform algoritmului existent in tara pot fi
elaborate persoanei; rezultatele testelor in curs de
evaluare nu se elibereaza persoanei.

Rezultatele testarii HIV obtinute prin algoritmul actual
de testare ar trebui sa fie considerate ,,standard de aur”
pentru testele selectate si algoritmul de testare selectat
(e) siar trebui sa fie evaluat pentru a determina
sensibilitatea si specificitatea testelor selectate. in baza
indicilor de sensibilitate si specificitate a testelor
selectate in aceasta etapa, selectati doua-trei teste
destinate evaluarii in etapa III.

Etapa III: evaluarea
de perspectiva a
testelor selectate in
teritorii in cazul in
care cel mai
probabil acestea vor
fi utilizate

specimenele de singe colectate prospectiv in total de la
500-900 de persoane in patru - sase teritorii in care
aceste teste vor fi probabil utilizate se supun testérii cu
testele selectate. Scopul este de a avea cel putin 50 de
probe HIV-pozitive pentru fiecare teritoriu. Acest lucru
este cel mai bine de a efectua in zonele cu prevalenta
sporitd a infectiei HIV.

Urmati aceleasi proceduri de selectie in teritoriile, dupa
cum este descris in Etapa II.

Determinati specificitatea si sensibilitatea testelor
selectate si algoritme selectate de testare si sa le
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compare cu cele obtinute folosind algoritmul actual de
testare existent in tara. In baza rezultatelor de evaluare
a fiecdrui test selectat si algoritmilor de testare selectate,
se face recomandarea tehnologiei si algoritmului de
testare HIV pentru tara.

* Tehnologiile de testare care utilizeaza numai singe integral sau lichid oral pot fi evaluate
numai in etapele II si I1I [25].

5.2. Selectarea si evaluarea tehnologiilor de testare HIV
folosite in supravegherea HIV in Republica Moldova

5.2.1. Selectarea tehnologiilor de testare HIV pentru utilizarea in
supravegherea epidemiologica in Republica Moldova se efectueaza in
baza:

e Recomandarilor UNAIDS/OMS cu privire la selectarea ELISA sau
testelor rapide
e Raporturilor anuale ale UNAIDS/OMS privind caracteristicile
operationale ale testelor disponibile pentru domeniul de laborator
e Caracteristicilor operationale ale testelor 1n tara

e Disponibilitatii surselor financiare
e Evaludrii testelor selectate

Existd un sistem de coordonare si documentare la nivel national a
tehnologiilor de testare si algoritmilor de testare, care sunt utilizate in tara.
Pentru realizarea acestor activitati sunt abilitate:

e Centrul National de Sanatate Publica, Centrul SIDA, laboratorul de

diagnosticare a HIV/SIDA;

e Centrul National de Sanatate Publica, laboratorul de referintd in

microbiologice;

e Centrul National de Transfuzie a Singelui.

5.2.2. Principiile de selectare a testelor

In Republica Moldova selectarea testelor pentru utilizare in activitati de
supraveghere epidemiologica se iau in consideratie urmatorii factori:

e Infrastructura de laborator bine dezvoltata;

e Disponibilitatea personalului calificat de laborator cu studii
superioare si medii;

e Dotarea laboratoarelor diagnostice cu echipamente, accesorii,
consumabile necesare, surse permanente de energie electrica,

e Asigurarea conditiilor de pastrare a testelor la temperaturi cerute de
producatorii.

e Existenta sistemul de asigurare a controllui calitatii.
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Se utilizeaza teste evaluate la nivel national [27] si1 achizifionate in mod
centralizat in conformitate cu legea in vigoare [28].

Luind in consideratie cele expuse, selectarea testelor se efectueaza
reiesind din obiectivele investigatiilor la infectia HIV.

Teste ELISA se utilizeazd 1n activitdti de asigurare a securitdtii
hemotransfuzionale, supraveghere epidemiologicd si  diagnosticul
individual al infectiei HIV/SIDA.

In activitati de supraveghere epidemiogici se utilizeazi teste ELISA,
rapide pe singe si pe salivd. Teste rapide pe singe se utilizeaza in
activitdtile de profilaxie la transmiterea materno-fetald a infectie1 HIV. Sunt
implementate teste rapide pe salivd in activitati de consiliere si testare
voluntara.
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Capitolul 6

ASIGURAREA CALITATII TESTARILOR
DE LABORATOR

6.1. Recomandarile UNAIDS/OMS privitoare la asigurarea calitatii
testarilor de laborator si securitatii biologice

e Asigurarea calitatii la nivel national
Competenta testarii

e Asigurarea calitatii de laborator
Stadiul preanalitic
Stadiul analitic
Stadiul postanalitic

e Securitatea

Repetabilitatea si reproductibilitatea durabild a testarilor la HIV este o
componentd importantd de supraveghere serologica a infectiei HIV.
Utilizarea testelor foarte performante la HIV incd nu garanteaza neaparat
rezultate veridice de laborator. In perioada de la receptionarea mostrelor
pind la eliberarea rezultatelor se realizeaza mai multe procese de lucru in
care pot aparea erori [29]. Prin urmare, este importantd monitorizarea
permanentd a sistemul de laborator, atit pe plan intern al calitatii cit si cel
extern. Asigurarea calitdfii este un proces dinamic §i permanent a unui
permite a efectua masuri corective atunci cind criteriile stabilite nu sunt
indeplinite.

6.1.1. Asigurarea calitatii la nivel national

Tarile ar trebui sa prevadd ca laboratoarele de la toate nivelele sa
participe la un control extern al calitatii. Laboratorul national de referinta,
in conformitate cu programul national SIDA, ar trebui sd monitorizeze
eficienta retelei de laboratoare participante in controlul extern al calitatii
pentru a identifica orice laborator care ar putea necesita instruiri
suplimentare sau alte activitdfi de imbunatatire a sistemului de
management.

Cea mai larg utilizatd metodd de control extern al calitdtii a unui
laborator este 1iIncercarea de competentda [29]. Laboratorul national de
referintd ar trebui sa trimitd la toate laboratoarele care participa in studiile
un panel de control al calitdtii incluzind aproximativ sase probe pentru a
identifica specimenele HIV pozitive si HIV negative. Acest panel trebuie sa
contind specimene HIV-negative s1i HIV-pozitive (de la extinctii mici pind
la inalte), reprezentind tulpini de HIV care circula in tard, prelevate in
diferite stadii de infectie HIV. Controlul calitatii se efectueaza o data sau de
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doud ori pe an. Laboratoarelor din zonele geografice cu infrastructura de
laborator limitata, pot fi expediate specimene de picdturd de singe uscata pe
hirtie absorbantd, prealabil testat in laboratorul national de referinta.
Controlul extern al calitatii in laboratorul national de referintda poate fi
furnizat de catre un laborator independent (de ex., din cadrul unei
universitdti), sau de un program de asigurare a calitdfii al OMS regional.

Un sistem de asigurare a controlului calitatii poate ajuta la crearea
practicilor nationale corecte de laborator cu utilizarea proceduriii standard,
care va permite, de asemenea, schimbul de informatii intre laboratoare [29].
De asemenea, este important de a oferi feedback pentru laboratoarele
participante in ceea ce priveste evaluarile lor. Elementele ale sistemului de
asigurare a calitatii ar trebui sd fie incluse in procedurile utilizate de catre
tehnicieni de laborator si alt personal de laborator. Conformitatea cu astfel
de programe va spori veridicitatea si acuratetea rezultatelor obtinute.

Tarile ar trebui sa solicite ca toate laboratoarele la toate nivelurile (de
ex., laboratorul national de referinta, laboratoarele de HIV in spitale,
serviciile de transfuzie de singe si laboratoare private HIV) sa participe la
un control extern al calitatii.

6.1.2. Asigurarea controlului calitatii

Laboratoarele de toate nivelele (national, regional, local) trebuie sa aiba
programe functionale de asigurare internd a calitatii. Fiecare laborator care
efectueaza testarea la HIV ar trebui permanent sd monitorizeze si sa
evalueze programe de asigurare a calitdtii la etapele preanalitica, analitica si
postanalitica a procesului de testare.

6.1.2.1. Stadiul preanalitic. Stadiul preanalitic cuprinde urmatoarele
componente:

e Training

e Securitate de laborator

Numarul de instruiri ale personalului disponibil si capabil sa execute
testarea HIV

Conditiile de colectare, etichetare si expediere a specimenelor
Pregidtirea specimenelor cdtre testare

Surse si tipuri de probe testate

Numar de probele testate

Selectarea truselor de testare

Datele de expirare a truselor de testare. Kiturile trebuie sa fie utilizate
inainte de data de expirare, care sunt, de obicei indicate pe partea
laterald a ambalajului trusei de testare. Rotatia permanenta a truselor
in stoc (trusele cu termeni de expirare mai mici se utilizeaza inainte
de termeni de expirare a lor si inainte de truse cu termeni de expirare
mai lungi) va duce la o utilizare mai eficienta a truselor livrate.
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e Reactivii din trusele de testare la HIV. Reactivii trebuie sa fie
depozitati la temperatura corespunzatoare specificata in instructiunea
la test furnizatd de cdtre producator. Anumiti reactivi (de ex.,
conjugatele pentru ELISA) necesita conditii de pastrare cu congelare;
alte componente ale trusei de testare pot fi depozitate la temperatura
camerei.

6.1.2.2. Stadiul analitic cuprinde insusi procesul de testare. Unele dintre
componentele care urmeaza sa fie revizuite de catre programul de asigurare
a calitati include:

Prelucrarea si depozitarea specimenelor

Descrierea procedurii operationale

Prepararea reactivilor

Testarea performanta

Performanta si intrefinerea echipamentului (de ex., spectrofotometre,
spalatoare pentru placi)

Utilizarea corecta a reactivilor

¢ Includerea mostrelor de control intern de calitate in loturile de testare
e Proceduri de monitorizare a controlului calitatii

6.1.2.3. Stadiul postanalitic cuprinde toate procedurile realizate dupa
procedura de testare, inclusiv:

e Interpretarea rezultatelor

e Transcrierea rezultatelor, de ex., inregistrarea corecta a rezultatelor
in corespundere cu codurile de identificare a mostrelor

e Introducerea datelor in sistemul informational si de monitorizare
(calculator sau pe suport de hirtie)

e Controlul inregistrarilor

e Evaluarea datelor de control al calitatii.

6.1.3. Proceduri de securitate

Masurile de sigurantd sunt esentiale si ar trebui sd fie respectate la toate
etapele procesului de testare, de la receptionarea probelor pentru testare si
depozitare pina la eliminarea deseurilor cu pericol biologic in asa fel incit
sa reduca la minimum riscul de infectare la locul de munca. Masurile de
precautie pentru prevenirea transmiterii HIV si a altor agenti patogeni
prezenti 1n singe sunt bine definitivate [30, 31]. Toate deseurile
contaminate in clinicele si in laboratoarele ar trebui sa fie decontaminate
inainte de eliminare, incluzind specimenele fluidelor din organism, sticlarie
stricatd, containere cu ace contaminate [32]. Metodele de decontaminare a
tuturor deseurilor contaminate (de ex., autoclavare, dezinfectie chimica,
incinerare), ar trebui sa fie organizate la locul de lucru. Materialele care
sunt decontaminate sau eliminate in afara laboratorului ar trebui sa fie
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plasate intr-un container, care exclude scurgeri, 1nainte de a le transporta in
exteriorul laboratorului.

6.2. Cerintele la asigurarea calitatii testarilor de laborator
la infectia HIV/SIDA in Republica Moldova

Repetabilitatea si reproductibilitatea la HIV este o componenta a calitatii
testarii de laborator in cadrul supravegherii serologice a infectiei HIV.

In republica este organizati si permanent monitorizata calitatea testarilor
de laborator si securitatii biologice, care permite a efectua masuri corective
in cazurile necesare.

Masurile de asigurare a controlului intern si extern al calitatii au fost
elaberate In conformitate cu cerintele UNAIDS/OMS.

6.2.1. Asigurarea controlului intern al calitatii.

Asigurarea controlului intern al calitdtii in fiecare laborator diagnostic se
organizeazd in conformitate cu cerintele Manualului Calitatii al institutiei in
cadrul careia ele functioneaza. Fiecare laborator permanent monitorizeaza
si evalueaza activitdti de asigurare a calitatii la etapele preanalitica,
analiticd si1 postanalitica a procesului de testare.

6.2.1.1. Stadiul preanalitic
1) Personal. La stadiul preanalitic se asigura urmdtoarele cerinte la
pregdtirea personalului laboratoarelor diagnostice:

e Trainingul personalului. In laboratoare activeazi specialisti cu studii
superioare (medici de laborator, medici bacteriologi) si medii
(laboranti, felceri laboranti pregatifi la cicluri de specializare si
reciclare la cicluri de perfectionare organizate la bazele institutiilor si
facultatilor respective din tara si internationale. Pregatirea la locul de
lucru a specialistilor incadrati in cimpul muncii in laboratoarele noi
deschise, noi angajati la lucru, la implementarea noilor metode de
testare se organizeaza la baza laboratorului CNSP, Centrului SIDA.

e Pentru fiecare metodd de testare se elaboreazd Procedura
Operationala Standard (POS).

e Personalul trece instruire privind fiecare POS finainte de
implementare a testului. Instruirea se efectueazd de catre seful
laboratorului.

e Seful laboratorului efectueaza evaluarea insusirii fiecarui instructaj
si, la necesitate, cind specialistul nu a Insusit materialul instruirii,
instructajul se repetd pina la insusirea ampla a materialului.

2) Cerintele la organizarea procedurilor de colectare a mostrelor de
singe pentru testare la HIV.
e Prelevarea mostrelor de singe venos pentru testare la marcheri
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serologici ai infectie1 HIV (anticorpii anti-HIV Y2, antigene virale) se
efectueaza in salile de proceduri plasate in cadrul institutiilor
medico-sanitare, departamentale sau private acreditate in modul
stabilit.

Procedura de venepunctie se efectueaza de asistenta medicala
instruitd. Persoanele consiliate pre-test in cabinetul de consiliere si
testare voluntard (CCTV) sunt indreptate in sala de proceduri cu
Indreptarea pentru investigatia singelui la HIV/SIDA (individuald)”
(f. SIDA Nr. 2/e aprobata prin ordinul MS RM nr. 139 din 28.05.02),
eliberati de citre consilierul CCTV. Indreptarea individuald
completata se semneaza de consilier si se aplicd stampila.

In cazurile exceptionale, cind nu existi accesibilitate la CCTV
(spitale, clinici) si persoana nu poate fi consiliata in CCTV se va
directiona la sala de proceduri cu indreptarea individuald completata
de medicul care a initiat testarea la marcherii HIV s1 a efectuat
consilierea pre —test.

Prelevarea probei de singe de la persoana examinatd confidential se
efectueaza in baza indreptarii la prezentarea buletinului de identitate
(pasaportului), de la persoana examinatd anonim - in baza indreptarii
in care este indicat cifrul individual (conform registrului).

Nu se va preleva proba de singe de la persoanele care preventiv au
consumat grasimi sau bauturi alcoolice. Se recomanda de a lua
micul dejun.

In sala de proceduri, datele despre persoanele deservite se inscriu in
formularul SIDA Nr. 1/e ,Indreptarea probelor de singe la
investigatia la anticorpi HIV/SIDA” aprobat prin ordinul MS RM nr.
139 din 28.05.02, in care se indicd numarul eprubetei, numele,
prenumele, sexul, anul nasterii (pentru copiii de pina la 3 ani — si data
nasterii), adresa la domiciliu, cifrul de examinare conform
,Regulilor de examinare i supraveghere medicald pentru depistarea
contamindrii cu virusul imunodeficientei umane (maladia SIDA)”
aprobate prin ordinul MS RM nr. 314 din 31.07.2007, si data
prelevarii singelui. Pentru persoanele consiliate si testate anonim se
indica cifrul, genul si anul nasterii (pentru copiii de pind la 3 ani — s1
data nasterii)). Formularul se completeazd in doud exemplare,
indicind denumirea institutiei, numele, functia si semnatura persoanei
responsabile pentru prelevarea mostrei, se solicitd si numarul de
telefon).

Formularul f. SIDA Nr 2/e ,,Indreptare pentru investigatia singelui
la HIV/SIDA (individuald)” completatda in CCTV se va anexa la
formularul SIDA Nr. l/e ,Indreptarea probelor de singe la
investigatia la anticorpi  HIV/” si se va expedia in laboratorul
diagnostic.

Mostra de singe se preleva din vena cubitald in volum de 5 ml (in
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cazuri exceptionale — prelevarea mostrelor de la copii, la persoanele
cu vinele nepronuntate acest volum poate sa fie mai mic), respectind
cerintele antiseptice.  Prelevarea se efectueaza cu seringd sau
vacutainer steril (sistem pe prelevare a singelui, incluzind tub sub
vacuum, ac si holder) de o singura folosinta si se toarna in eprubeta
respectiva, verificind corectitudinea numarului indicat pe eprubeta
celui scris in Indreptare.

Seringile cu acele utilizate se scufundd in recipiente cu solutii
dezinfectante cu proprietate de activitate virulicida, marcate ,,Pentru
colectarea seringilor utilizate”, aspirind prin ac in seringa solufia
respectiva. In scop de excludere a expunerii accidentale nu se admite
de a scoate acele de pe seringi.

3) Pregatirea mostrelor sanguine pentru a fi expediate in laboratorul
de diagnosticare SIDA

Pregdtirea mostrelor sanguine pentru a fi expediate in laboratorul de
diagnosticare SIDA se efectueaza, de obicei, in laboratorul de
diagnostic clinic al institutiei medico-sanitare de specialistul
responsabil numit prin ordin sau dispozitie, de conducatorul
nstitutiel.

Pentru formarea cheagului si separarea serului, eprubetele cu
mostrele de singe se pastreaza la temperatura camerei timp de doua
ore. Pentru separarea cheagului de la peretele eprubetei si formarea
cit mai rapida a cheagului, se admite de a scutura usor eprubeta cu
singe, respectind masurile de precautie sau de a dezlipi cheagul de
pe peretii eprubetei cu ajutorul unui con din masa plastica sau cu o
pipetd (betisor) din sticla de o singurd folosinta prelucrate conform
cerintelor de dezinfectare, spalare, uscare si sterilizare, care nu
contine ramasifi de preparate de dezinfectare, detergenti, urme de
singe. Pentru obtinerea cantitatii maximale a serului eprubetele cu
singe, inchise cu dopuri curate, se centrifugheaza la 1000 rotatii/min.
timp de 5 minute. Serul obtinut se toarnd in eprubetele pregatite din
timp indicind pe fiecare din ele numarul respectiv al eprubetei
initiale, care confinea singele integral.

Se utilizeaza dozatoare automate cu conuri de o singura utilizare
pentru fiecare mostrd de singe sau pipete din sticld prelucrate si
sterilizate, de asemenea se utilizeaza pipetd individuala pentru
fiecare mostra de singe. Se interzice utilizarea repetatd a conurilor si
pipetelor din masa plastica, pipetelor din sticld pentru mai multe
mostre de singe. La efectuarea investigatiilor serologice,
recipientele din masa plasticd (conurile, pipetele, etc.) nu se supun
spalarii s1 utilizarii repetate.

Serurile de singe pot fi pastrate la +2 - +8 °C timp de 3 zile. Reiesind
din aceasta cerinta, programul de lucru al salii de proceduri si
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graficul de transportare a probelor de singe in laboratorul diagnostic
se elaboreaza in mod respectiv. In unele cazuri exceptionale, serul de
singe poate sd fie congelat la -20 °C, coordonind cu laboratorul 1in
care va f1 efectuatd testarea si indicind in indreptare data de
congelare. Serurile congelate nu se supun decongelarii inainte de
transportare 1n laborator si nu se congeleaza repetat.

In cazurile exceptionale poate fi permisi expedierea in laborator a
mostrelor de singe integral prelevate in aceias zi.

In afard de ser de singe testarea la marcheri serologici ai HIV poate
sd fie realizata pe plasma sanguina.

Mostrele de singe diluate, inactivate prin incdlzire, cu hemoliza
pronuntatd, contaminare bacteriand, hiperlipemice, congelate-
decongelate de doua ori s1 mai mult, cu volum mic de proba, aduse
in eprubete stricate se rebuteaza.

Pentru expedierea mostrelor de singe supuse testarii la marcheri
serologict a1 virusului HIV se utilizeaza termo-containere speciale
care pot fi dezinfectate cu solutii respective, marcate ,,Mostre de
singe pentru testare la SIDA”.

Toate substantele infectioase, inclusiv mostrele de singe, se
transporta, fiind ambalate conform sistemului de baza al ambalajului
triplu care consta din trei straturi, dupa cum urmeaza [21]:

- Recipient primar. Un recipient impermeabil, ermetic si
etichetat care contine proba. Recipientul este ambalat cu
material absorbant suficient pentru a absorbi toate lichidele in
caz de spargere.

- Ambalaj secundar. Un ambalaj secundar durabil, impermeabil
si ermetic pentru a inchide si proteja recipientul (tii) primar (1).
Recipienfi primari amortizati individual pot fi pusi Intr-un
ambalaj secundar, insd este necesar de folosit suficient
material absorbant aditional capabil a absorbi toate lichidele in
caz de spargere.

- Ambalajul exterior. Ambalajele secundare sunt plasate in
ambalajul exterior protejate cu material absorbant adecvat.
Ambalajele exterioare protejeaza continutul lor de influentele
externe, cum ar fi leziunile fizice in tranzit.

Fiecare ambalaj completat in mod normal se cere sa fie marcat,
etichetat corect si insotit de documente corespunzatoare (adecvate).

Toate mostrele de singe se inchid cu dopuri si se instaleazd in
suporturi. Suporturile se instaleaza in container. La fundul
containerului, intre peretii containerului si suporturile cu eprubete
necesitd sd fie plasat material absorbant 1n cantitate suficientd
pentru a absorbi continutul eprubetelor, astfel ca, in timpul
transportarii, orice scurgere a singelui nu va atinge peretii
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containerului.

In sezonul cald al anului mostrele de singe se transportd in containere
cu gheatd sau elemente de ricire, fiind plasate intr-un material
prelucrabil cu solutii de dezinfectare.

Ambele exemplare de indreptare f. SIDA Nr. 1/e ,Indreptarea
probelor de singe la investigatia la anticorpi HIV/SIDA” si
indreptirile individuale f. SIDA Nr. 2/e ,Indreptarea pentru
investigatia singelui la HIV/SIDA (individuald)” se plaseaza intr-o
mapd din plastic rezistentd la prelucrare cu solutii de dezinfectare.
Mapa se plaseazd in container Tmpreund cu mostrele de singe.
Containerul se inchide si se sigileazd, aplicind stampila speciala
pentru acest lucru a laboratorului responsabil pentru expedierea
probelor de singe.

In transport containerul inchis se instaleaza intr-un loc fixat.

In cazul cind in institutia medicali lipseste CCTV (spitale, clinici) si
mostrele de singe se prelevd in mai multe sectii, containerul se
expediazd in sectia (de obicei laboratorul de diagnostic clinic)
responsabild pentru colectarea mostrelor de singe din toate sectiile si
pregitirea lor pentru transportare, abilitatd prin  ordinul
conducatorului institutiei. Aici are loc inregistrarea, centrifugarea,
numerotarea continud a eprubetelor etc. Se tine cont, ca numerele de
ordin ale persoanelor si eprubetelor expediate din diferite sectii sa nu
se repete. Toate mostrele se instaleaza intr-un container comun, care
se inchide si se sigileaza, aplicind stampila respectiva si se instaleaza
in transport.

4) Transportarea mostrelor de singe in laboratoarele de diagnosticare
a SIDA, hepatitelor si altor infectii virale

Mostrele de singe prelevate in institutiile medico-sanitare, inclusiv in
cele dislocate in teritoriile rurale, se transportd fiind insotite de un
lucrator medical sau o altd persoand (curier) instruitd privind
cerintele la transportare si responsabilitatea pentru containerul cu
mostrele transportate.

In transport containerul se instaleazi intr-un loc bine fixat, mai
racoros, fiind fixat in asa fel, ca sa fie exclusa deteriorarea lur 1in
timpul transportarii.

In perioada transportirii se interzice accesul la mostrele sanguine,
formularele de insotire a mostrelor, rezultatele testarilor precedente.
Curierul care a expediat probele in laborator receptioneazd din
laborator  containerul inchis, sigilat si stampilat si il duce in
laboratorul (sectia) de unde au fost expediate mostrele de singe.

6.2.1.2. Stadiul analitic cuprinde procesul de testare. Programul de
asigurare a calitdtii in acest stadiu include urmatoarele:
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1) Prelucrarea si depozitarea specimenelor se efectueaza in salonul de

receptie. Registratorul (laborant, felcer laborant) controleaza
calitatea mostrelor de singe expediate, documentelor de insotire si le
inregistreazd conform modului prezentat anterior (compartimentul
4.2.2). Pastrarea mostrelor inainte de testare se efectueaza in
conformitate cu cerintele instructiunii la testul care va fi utilizat
pentru investigatie.

2) Procedura Operationald Standard se elaboreaza pentru fiecare metoda

si procedurd de lucru in conformitate cu cerintele Manualului
Calitatii al institutiei. In POS-urile referitoare la metodele de lucru
(cu test-sisteme diagnostice, alte investigatil) se introduce un
compartiment special care prezintd traducerea metodei (instructiunii
producatorului testului utilizat) in limba de stat. POS-urile se aproba
in mod stabilit descris Tn Manualul Calitatii al institutiei.

3) Se respectd cerintele la testarea mostrelor de singe si controlul

calitatii lotului de lucru expuse in compartimentul 4.2.2.

4) Toate echipamentele laboratorului se intretin in conformitate cu

cerintele instructiunilor producitorului. In baza instructiunii
producatorului se elaboreaza instructiuni de utilizare si mentinere a
aparatelor. Mijloacele de masurare se supun verificarii metrologice
in conformitate cu cerintele in vigoare.

6.2.1.3. Stadiul postanalitic cuprinde toate procedurile realizate dupa
procedura de testare, iclusiv:

1) Interpretarea corectd a rezultatelor testarii efectuate cu teste ELISA,

imunoblot, rapide.

2) Introducerea datelor testarii in registrele si formularele de evidenta;
3) Eliberarea rezultatelor testarii:

Rezultatele investigatiei se elibereaza, utilizind exemplarul doi al
formularului SIDA Nr. /e ,Indreptarea probelor de singe la
investigatia la anticorpi  HIV/SIDA” si/sau f. SIDA Nr 2/e
»Indreptare pentru investigatia singelui la HIV/SIDA (individuala)
sau f. SIDA Nr 26/e ,Rezultatul investigatiei  singelui la
HIV/SIDA”, continind numarul si data inregistrarii mostrelor in
laborator, rezultatele testarii, data eliberarii rezultatului, stampilate si
semnate de seful de laborator.

Rezultatele testarii pentru mostrele de singe in care nu au fost
depistati marcheri serologici HIV (negative) se elibereaza in timp de
24 de ore de la momentul receptiondrii §1 Inregistrarii (cu exceptia
zilelor de odihna).

Rezultatele testarii mostrelor de singe se plaseaza in plic lipit pe care
se indicd destinatorul si marcat ,,confidential” si se expediaza
institutiel medico-sanitare care a expediat mostrele pentru testare.
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6.2.1.4. Managementul informatiei de laborator. Introducerea datelor
in sistemul de monitorizare (calculator sau pe suport de hirtie). Registrele si
formularele privind investigatiile de laborator se pastreaza pe suport de
hirtie. Formularele f. SIDA Nr 1/e, 2/e, 3/e, 4/e, 10/e, 11/e, 17/e, 20/e si
22/e se pastreaza 10 ani de zile, cele cu Nr 7/e, 8/e, 9/e, 21/e, 13-1/e, 13-
2/e, 14-1/e, 14-2/e - permanent. Toate registrele si formularele ce contin
date nominale se pastreaza in locuri neaccesibile, in dulapuri, safeuri, sub
cheie, pentru personalul laboratorului care nu lucreaza cu aceste
documente. Nimicirea documentelor cu termen de pdastrare expirat se
efectueazd in conformitate cu permisul Arhivei Nationale a Republicii
Moldova si actului comisiei de nimicire a documentelor.

Laboratorul Centrului SIDA, CNSP creeaza si mentine baza de date
privind persoanele infectate cu HIV pe suport electronic, utilizind un
computer a parte, neconectat la Internet, care se conecteaza prin cod pe care
il cunoaste doar seful si medicii de laborator. Acesti specialisti poarta
responsabilitatea pentru confidentialitatea datelor si pastrarea tainei
medicale, conform fiselor de post aprobate in mod stabilit.

6.2.2. Asigurarea controlului extern al calitatii.

Controlul extern al calitatii testarilor la infectia HIV/SIDA (depistarea
anticorpilor, acizilor nucleici) se efectueaza de catre laboratorul de referinta
in microbiologie din cadrul CNSP conform prevederilor ordinului

v A

1) Laboratoarele care efectueazd investigatii ELISA expediazd in
laboratorul de referintda in microbiologie probe de singe selectate: a
cite un ser de singe testat cu rezultat negativ din godeul ,,6-D” (sau
din godeul ,,D” din stripul din mijloc, daca s-a lucrat pe stripuri, dar
nu pe placa intreagd):

e Din fiecare al zecelea lot de lucru (reactie) cu numarul 10, 20, 30, 40
si asa mai departe pentru laboratoarele din cadrul CNSP, Centrului
SIDA, CSP mun. Chisindau, CNTS, CRTS Bilti, Centrul SIDA din or.
Tiraspol si CTS or.Tiraspol;

e Din fiecare al cincilea lot de lucru cu numarul 5, 10, 15, 20 si asa mai
departe pentru toate celelalte laboratoare;

e In cazurile, cind pentru serul testat in acest godeu a fost obtinut
rezultat pozitiv sau suspect, se alege un alt ser cu rezultat negativ din
godeul ,,7-D” sau ,,8-D” s1 asa mai departe.

2) Laboratoarele care efectueaza investigatii de depistare a ARN/ADN
viral:

e Trimestrial - prima proba testata cu rezultat ADN/ARN HIV negativ;
e Lunar - prima proba testatd cu rezultat ADN/ARN HIV pozitiv;

3) Serurile testate in ELISA destinate retestarii in cadrul controlului
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4)

S)

6)

7)

8)

calitatii se pastreaza la minus 20 °C si se expediaza in laboratorul de
referinfa Tn microbiologie insotite cu formular de indreptare cu
indicarea numarului si datei de inregistrare a mostrelor, trusei
utilizate pentru testare (denumire, lot, termen de expirare), indicilor
de densitate optica, cut-off-ului, raportului DO ser/cut-off.

Probele testate in PCR destinate testarii in cadrul controlului calitatii
se pastreazd la minus 70 °C C si se expediaza in laboratorul de
referinta, insotite de trimiterea pentru confirmarea cu indicarea
numarului si datei de inregistrare a mostrelor, trusei utilizate pentru
testare (denumire, lot, termen de expirare), Ct-ului, numarului de
copii/ml sau Ul/ml.

Laboratorul de referinta in microbiologie efectueaza testarea probelor
expediate, utilizind aceleasi test-sisteme care au fost utilizate in
laboratoarele respective, in baza rezultatelor obtinute decide
veridicitatea rezultatului investigatiei s1 comunica acestor laboratoare
concluzie privind veridicitatea rezultatelor testarii efectuate in
laborator.

Laboratorul de referinta anual remite laboratoarelor care efectueaza
diagnosticul de laborator al infectiei HIV/SIDA paneluri standarde de
control pentru testarea la marcheri ai infectiei HIV(antigent,
anticorpi, acizi nucleici), insotite de un formular de expediere cu
indicarea termenilor de testare.

Rezultatele testarii obfinute in aceste laboratoare la testarea
panelurilor standarde de control se remit in laboratorul de referinta,
indicind trusa utilizatd pentru testare (denumirea, lotul, termenul de
valabilitate), indicii de densitate optica, cut-off, raportul DO ser/cut-
off, Ct-ului, numarului de copii/ml sau Ul/ml, precum si concluziile
privind rezultatele obtinute, conform formularului aprobat in modul
stabilit.

Laboratorul de referinta analizeaza rezultatele obtinute si remite in
laboratorul respectiv concluziile privind veridicitatea rezultatelor
testarii  fiecarer mostre de material biologic si corectitudinea
concluziilor.
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Capitolul 7

DIAGNOSTICUL INFECTIEI HIV/SIDA
CU UTILIZAREA TEHNICILOR
DE BIOLOGIE MOLECULARA

7.1. Structura si replicarea HIV

Genomul HIV este format din doud lanturi de ARN cu aproximativ
9200 de nucleotide. El este continut intr-un miez central proteic ( o proteina
cu masa moleculard de 24 kilodaltoni - p24), de forma alungita, alaturi de
enzimele virale. Acesta este inconjurat de o nucleocapsida proteica (pl17), la
rindul ei inconjuratd de o anvelopd lipidicd. Aceasta din urma contine
proteine provenite din membrana celulei gazda, precum si doud
glicoproteine: gp 41 (glicoproteina trans-membranara) si gp 120
(glicoproteina de anvelopd) derivate dintr-un precursor comun, gpl60.
Gp41 si gpl20 sunt legate in asa fel incit gp120 protruzeazad la suprafata
anvelopei (72 molecule pe suprafata unui virus). Replicarea virala este
similara cu cea a tuturor retrovirusurilor. Ea implicd citeva etape cheie:
virusul este adsorbit pe membranele celulelor care poartad receptori pentru
glicoproteinele de pe suprafata sa. Cel mai cunoscut receptor este celula
CD4 care interactioneaza cu gpl20. Virusul infecteaza in primul rind
celulele care prezinta acest marker: limfocite TCD4+ (cele mai importante),
monocite, macrofage,celule gliale din creier, celule cromafine din intestinul
subtire, celule Langerhans din piele. De asemenea, mai infecteaza si celule
care nu exprimd CD4 (fibroblasti, limfocite B, celule NK, celule
hematopoietice, celule endoteliale) sugerind ca si alti receptori pot fi
implicati (de exemplu, receptorii pentru Fc al Ig sau pentru complement).

e (Odatd patruns in celuld, virusul isi pierde anvelopa lipidica, iar
nucleul sdu este eliberat in citoplasma;

e ARN-ul wviral este transcris in ADN (monocatenar, apoi
dublucatenar), folosind nucleotide din celula gazdd intr-un proces
catalizat de revers transcriptaza virala (p51);

e ADN-ul viral dublucatenar este integrat in ADN-ul celulei gazda,
procesul fiind catalizat de catre integraza virald (p32). Aceastd forma
a ADN-ului viral integrat in ADN-ul celular se numeste ,,provirus”.
Provirusul viral foloseste mecanismele de transcriptie ale celulei
gazdd. Din acest moment virusul nu mai poate fi distrus decit
distrugind celula insusi.

e (data cu transcriptia ADN celular are loc si transcriptia provirusului,
rezultind ARN-ul viral care codifica proteinele virale;

e Aceste proteine sunt asamblate in noi particule virale (virioni),
fenomen dependent de o altd proteind virala — proteaza (pll).
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Virionii parasesc celula gazdd prin inmugurire si infecteaza alte
celule.

7.2. Diagnostic de laborator PCR

Metoda de polimerizare in lant (PCR) - metoda directd de detectare,
bazatd pe amplificarea fragmentelor specifice acizilor nucleici HIV in
vitro.

7.2.1. Descrierea testelor.

Tehnica PCR (Polymerase Chain Reaction, reactia de polimerizare in
lant) permite sinteza in vitro a unei secvente specifice ADN-ului, folosind
doua fragmente scurte de ADN (oligonucleotide, primeri), care adera la
cele doua catene complementare ale molecule1 de ADN sintetizate, in
pozitii care flancheaza regiunea de interes (fintd). Metoda este intens
folositd in cele mai diverse aplicatii din biologie si medicina.

Chimia din spatele metodei depinde de complementaritatea bazelor
azotate din helixul dublu de ADN. Daca o moleculd de ADN este incdlzita
suficient, legaturile de hidrogen ce tin unite cele 2 lanturi se rup. Lasate sa
se raceasca cele 2 catene rezultate pot reforma helixul dublu initial. Pentru
ca metoda sa functioneze, este nevoie de minim o jumadtate de helix de
ADN, si apoi cu ajutorul unor primeri se va forma jumatatea
complementara.

Reactia de polimerizare in lanf consta in amplificarea selectiva a unei
secvente de ADN printr-o succesiune de cicluri de amplificare, fiecare ciclu
avind la rindul sau trei etape. Principiul poate fi impartit in 3 pasi:

1) Denaturarea ADN-ului: incdlzirea la 95°C separd ADN-ul tintd in
cele 2 catene;

2) Hibridizarea primerilor: prin racire la aproximativ de 55°C
primerii se vor lega la catenele complementare;

3) Elongatia: Solutia se incalzeste la 72 °C si in prezenta polimerazei
ADN termostabila, ionilor de Mn,+ si a deoxinucleotidtrifosfatilor
se incepe procesul de replicare.

Cu fiecare repetare a ciclului cantitatea de copii de ADN sintezate se
dubleaza, dupa aproximativ 30 de cicluri se obtin peste 1 milion de copii
ale fragmentului initial.

7.2.2. Obiectivele metodei

1) Diagnosticul infectiei HIV la copiii, inclusiv nascuti din mame HIV
infectate;

2) Testarea incarcaturii virale (IV) pentru:
- determinarea gradului de replicare virala.
- Monitorizarea tratamentului cu preparate ARV;
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3) Determinarea rezistentei HIV catre preparatele ARV.

7.2.3. Metode de diagnostic al infectiei HIV. Depistarea ARN/ADN
viral se efectueaza prin metode calitative si cantitative.

Metoda calitativa este bazata pe amplificarea fragmentelor specifice
acizilor nucleici HIV in vitro si se utilizeaza in urmatoarele activitati:

e Controlul singelui donat;

e Diagnosticul infectiei HIV la copiii de virsta de pina la 18 luni,
inclusiv la nou nascutii din mame infectate conform algoritmului
aprobat [22];

e Utilizarea in cadrul investigatiillor de triere si diferentiere la
persoanele cu rezultate discordante la testare la anticorpi anti-HIV,
nedeterminate in western blot;

Metoda cantitativa (evaluarea incarcdturii virale) este bazatd pe
amplificarea unei singure secvente prin intermediul unei reactii de revers-
transcriptie urmatd de amplificarea in lant (RT-PCR) si cuantificarea
copiilor amplificate ale fragmentului de ADN viral in cursul reactiei PCR
cu ajutorul unei sonde marcate cu o substanta fluorescentd (PCR ,,Real-
time”). Metoda cantitativa se utilizeaza pentru:

e Determinarea cantitatii copiillor ARN-ului viral in plasma sanguind in
scop de evaluare a incdrcaturii virale in cadrul diagnosticului clinic al
infectie1 HIV;

e [Luarea deciziei privind administrarea terapiei ARV;

e Monitorizarea eficientei schemelor utilizate de ARV;

7.2.4. Determinarea rezistentei la preparate antiretrovirale (ARYV)

Adeseori HIV sufera schimbari si mutatii in organismul gazda. Uneori
aceste schimbdri fac virusul rezistent la anumite preparate farmaceutice
ARV. Aceasta inseamnd ca medicamentul respectiv nu mai poate incetini
sau preveni multiplicarea virusului sau nu mai poate proteja sistemul imun.
Pentru a determina rezistenta virusului la medicamente, sunt disponibile
doua teste sanguine:

e Testul de genotipare (determinarea genotipului): care detecteaza

mutatiile din genomul viral;

e Testul de fenotipare (determinarea fenotipului): care masoarda

capacitatea virusului de a se dezvolta in celulele tratate cu preparate
ARV.

Rezistenta virusului la medicamente apare atunci cind:
e Se produce o modificare in felul in care organismul absoarbe
medicamentul;
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e Sunt interactiuni medicamentoase cu alte medicamente ce se
administreaza concomitent;

e Se produc modificari in structura virusului si acesta nu mai raspunde
la medicamentul administrat;

e Tulpina virala este rezistenta la medicament;

e Nu se respecta modul de administrare prescris de medic.

e [Exista medicamente care sunt capabile sa trateze infectia cu anumite
tulpini HIV rezistente la terapia medicamentoasa obignuita.

Determinarea rezistentei HIV cdatre preparatele ARV. Pentru
determinarea rezistentei HIV la medicamente o raspindire larga au obtinut
testele moleculare bazate pe secventierea ADN. Secventierea ADN-ului
poate furniza informatii cu privire la toate inlocuirile de nucleotide in
segmentul selectat a genomului HIV, inclusiv mutatii care determina
rezistenta la ARV. Deoarece preparatele de bazd in tratamentul
antiretroviral pentru infectia cu HIV sunt inhibitori de reverstranscriptaza si
proteaza, aparitia de mutatii anume in aceste gene duc la dezvoltarea
rezistentei la preparate ARV.

Indicatiile de utilizare cuprind urmatoarele grupe persoanele infectate
cu HIV 1in lipsa eficientei terapiei ARV, dacd nu exista nici un alt motiv
evident de esec terapeutic (incdlcarea de administrare a preparatelor ARV,
sindrom de malabsorbtie de droguri).

Criterii virusologice de esec terapeutic sunt [22]:

e Esecul de a diminua incarcatura viralda sub 400 copii/ml catre
saptdmana 24 a tratamentului, sau sub 50 copii/ml catre saptdmana
48;

e Atunci cand incarcatura virald a scdzut deja panda la niveluri
nedetectabile, dar doud masurari indica >400-1.000 copii/ml peste 4
— 8 saptamini;

e “Salturile” - majorari usoare a valorilor incarcaturii virale, de la
pragul de testare pana la 50-200 copii/ml. Acestea pot avea loc fara
dezvoltarea tulpinilor de virus rezistente (erori de laborator), dar
trebuie sd constituie motivul unor discutii in materie de aderenta. In
aceastd situatie, ar putea fi de asemenea utilda monitorizarea
terapeutica a medicatiei (MTM). Orice salt trebuie sa fie controlata
timp de patru saptamani.

Contraindicatii la utilizarea metodei:

e Valoarea incarcaturii virale este mai mica decit sensibilitatea testului
utilizat pentru a determina rezistenta.
e Dupa intreruperea tratamentului.
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7.2.5. Cerintele de organizare a laboratorului PCR

1) Laboratorul, in conformitate cu etapele de analiza ar trebui sa includa
urmatorul set de zone consecutive independente de lucru (camere) sau zone
de lucru selectate separat in componenta altor incaperi, al caror numar este

stabilit in functie de metodele de amplificare a acizilor nucleici utilizate:

e primirea, inregistrarea, analiza si prelucrarea materialului. Aceasta
zond de lucru poate fi comunad in laboratoarele, unde se folosesc alte
metode de diagnosticare (microbiologicd, ELISA, alte) — Zona 1;

e extragerea acizilor nucleici — Zona 2;

e pregdatirea mixului pentru reactia de amplificare, reactiei de
amplificare si evaluarea rezultatelor prin metoda de detectare
fluorescenta — Zona 3;

e cvaluarea rezultatelor reactier de amplificare a acizilor nucleici prin
metoda de electroforeza si (sau) hibridizare - metoda de enzima de
detectare — Zona 4;

2) In laborator pot fi incluse incdperi auxiliare (camera personalului,
biroul sefului de laborator, vestiare pentru personal, camera de relaxare si
de luat masa pentru personal, viceu, spatiu de depozitare), care trebuie
amplasate 1n afara zonei de lucru.

3) Este necesar sa fie prevazuta camera de autoclavare pentru
decontaminarea materialului cercetat, care poate fi partajatd cu alte
compartimente n condifia respectarii cerintelor de siguranta biologica.

4) In Zona 1 de lucru se va efectua primirea materialului, etichetarea
acestuia, inregistrarea in registre speciale, pregdtirea primarad (concentrarea
materialului prin centrifugare, filtrare, immunosorbtie, suspendarea,
trecerea materialului uscat si dens in faza lichida, etc.), fuziunea sau
divizarea probelor in aliquote, dezinfectarea si depozitarea probelor,
decontaminarea reziduurilor de material.

5) In Zona de lucru 1 se permite receptia, pastrarea, inregistrarea,
prelucrarea si manipularea materialului cercetat prin alte metode de
diagnostic (bacteriologice, virusologice, imunologice etc,).

6) In Zona 2 de lucru se efectueazi extragerea si purificare acizilor
nucleici a microorganismelor din probele pregétite in Zona 1 de lucru

7) In zona 3 de lucru se efectueazi pregitirea amestecurilor de reactie,
efectuarea de revers transcriere, de amplificare a acizilor nucleici si
inregistrarea rezultatelor amplificare prin hibridizare - metoda fluorescenta
de detectare.

8) Prepararea amestecurilor de reactie pentru revers transcriere si de
amplificare a acizilor nucleici este efectuata inainte de a aduce in zona 3 de
lucru probele pregatite in zona de lucru 2.

9) Se recomanda de a diviza zona de lucru 3 in doua subzone (3a si 3b)
si dislocate in camere separate. In subzona 3a se va pregiti amestecul de
reactie si se va desfisura revers transcrierea. In subzona 3b - reactia de
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amplificare a acizilor nucleici si Inregistrarea rezultatelor de amplificare cu
utilizarea metodei de hibridizare cu detectare fluorescent.

10) Zona 4 de lucru este izolatd de zona 3 de lucru pentru a preveni
contaminarea produselor amplificate prin fluxul de aer.

11) In conditiile climatului cald in camerele zonelor de lucru a
laboratorului se permite instalarea ventilatiei cu aer conditionat, cu conditia
ca acestea sunt deconectate pe durata lucrarilor, cu prelucrarea ulterioare a
locului de munca.

12) Fiecare zona individuala de lucru trebuie sa fie echipatd cu un set
minim de echipament de laborator adecvat, in functie de scopul functional
si a riscului de contaminare, un set necesar de mobilier, plastic si sticla,
consumabile, Tmbracaminte de protectie si echipamentul de curatare vor fi
utilizate numai 1n aceastd zona.

13) Mobila de laborator, echipamentul si accesoriile fiecarei zone de
lucru trebuie marcate corespunzator, utilizarea lor in alte zone de lucru
(interior) sau pentru alte tipuri de cercetare nu sunt permise.

14) Mobilierul de laborator, suprafetele echipamentului folosit trebuie sa
fie rezistente la detergenti si dezinfectanti, radiatii ultraviolete, suprafata
meselor trebuie sa fie libera de fisuri.

15) Echipamente si instrumente de masurare utilizate in laborator trebuie
sa fie inregistrate Tn modul prevazut si in stare buna, sa dispuna de pasaport
si instructiune de lucru pentru utilizare, sa corespunda regulilor de siguranta
si compatibilitate electromagnetica, sa fie supuse controlului metrologic in
conformitate cu cerinfele in vigoare.

16) In laborator ar trebui si fie previzut o trusi medicald pentru prim
ajutor 1n caz de accidente, in conformitate cu normele sanitare in vigoare
care reglementeaza siguranta de lucru cu microorganisme din grupurile I-IV
de patogenitate.

17) Personalul care lucreaza in laborator de diagnostic PCR trebuie sa
fie instruit corespunzator.

18) Lucru in laborator, ar trebui sa fie organizat intr-o singurd directie:
de la zonele de lucru pre-PCR spre post-PCR. Transferul probelor din o
zond de lucru in alta, precum si depozitarea lor in zonele de date se
efectueaza in containere/suporturi din plastic sau metalice bine inchise cu
prelucrarea lor ulterioara cu solutii dezinfectante reglementate, dupa fiecare
utilizare.

19) in zonele pre-PCR si post-PCR a laboratorului ar trebui sa lucreze
personal diferit.

20) Prelucrarea hainelor de lucru din zonele de pre- si post-PCR ar
trebui sa fie efectuata separat.

21) Trebuie sa fie tuburi de unicd folosintd si virfuri pentru pipete
automate. Varfurile sunt schimbate de fiecare data cind se trece de la o
proba la alta pentru a preveni contaminarea incrucisata in timpul extractiei
ADN sau pipetarii amestecului de reactie.

22) Pentru pipete automate se vor utiliza virfuri cu bariera aerosolica, la
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prelucrarea probelor clinice, precum si la introducerea ADN/ARN-ului
extras in tubul de reactie.

23) Probele clinice se vor depozita separat de reactivi.

24) La finalizarea lucrului, toate obiectele contaminate sau potential
contaminate se vor depozita in conditii de refrigerare pe perioada studiului.
Locul de munca si suprafetele de lucru a echipamentelor sunt supuse
dezinfectiei. Virfurile utilizate pentru pipete, tuburile si alte materiale
contaminate cu ADN, trebuie sa fie prelucrate cu reactivi cu activitate de
degradare a ADN-ului (1 N HCI, hipoclorit de sodiu 10% sau 10% clor).

25) Conditiile de depozitare a kiturilor de reactiv (seturi de reactivi),
mostre de probe ar trebui sa respecte instructiunile de utilizare. Probele de
probe care contin acizi nucleici si (sau) ampliconi sunt depozitate separat de
reactivi In frigidere diferite. Nu se permite folosirea kiturilor necertificate,
reactivilor care au expirat, stocate in conditii de incdlcare a regimului de
temperatura. Frigiderele ar trebui sa fie prevazute cu mijloace de control
manual sau automat al temperaturii cu inregistrari care vor dovedi regimul
real de stocare a kiturilor si probelor studiate.

7.2.6. Prelevarea probelor

Un rol extrem de important in performanta diagnosticului etiologic il are
nu numai precizia si acuratetea de efectuare a procedurii analitice, dar si
calitatea pregatirii probelor clinice la etapa preanaliticd, intelegind prin
aceasta: starea pacientului, tipul probelor, momentul recoltarii, modul de
recoltare, materialul folosit, modul de stocare, modul si materialele folosite
la transport.

Recoltarea eficienta, transportul in laborator cit mai rapid posibil si
stocarea probelor in conditiile stabilite sunt cele mai importante in
standardizarea investigatiillor de laborator. La transportare se i-a 1in
consideratie necesitatea de a mentine stabilitatea probelor pentru cercetari
in functie de timp, temperatura si actiunea directd a luminii.

1) Cerinte generale

« Pentru prelevarea bioprobelor se utilizeaza doar instrumente de unica
folosinta si recipient de unica folosinta din plastic.

« Dupa prelevarea probelor eprubetele se inchid etans, se marcheaza si
se transportd la laborator prin curier cu fisa de insotire, aprobata in
modul stabilit. Numerele de identificare de pe eprubete trebuie sa
corespunda numerelor de pe indreptare.

- acest numar de identificare ar trebui utilizat in toate documentele
referitoare la probele provenind de la aceeasi sursa;

- pe fiecare recipient cu probe trebuie de asemenea Iinscrise
informatiile despre tipul de produs din tub si data prelevarii;

« Perioada de transport si stocare a materialului poate varia in functie
de tipul materialului de investigat si regimul de transport.

o Perioada de pastrare a probelor, propuse in recomandarile prezente,
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sunt considerate ca orientative si pot varia in functie de trusele
utilizate. Indicatiile instructiunilor la truse in aceasta situatie sunt
prerogative.

o Deoarece se permite doar un singur proces de congelare/decongelare
a materialului, a asigura stocarea lui corectd si livrarea in intervalul
de timp admisibil in forma dezghetata.

2) Singe (plasma, ser)

o Precautiile standard trebuie urmate intotdeauna cind se preleveaza si
se manipuleaza probele de singe

o Folositi EPP — cel putin manusi (plus scut facial, masca si halat daca
se anticipeaza posibilitatea stropirii).

« Scoateti s1 indepartati EPP imediat dupa realizarea operatiunii.

« Spalati-va pe miini de fiecare data dupa ce scoateti manusile.

Prelevarea probelor

Pentru obtinerea plasmei recoltarea singelui din vena se efectueaza pe
nemincate sau 3 ore dupd masa. Singele se recolteaza in tuburi sterile cu
EDTA sau cu citrat de sodiu (a introduce volumul de singe indicat pe
eprubetd. Aceasta este important pentru respectarea raportului dintre singe
si coagulant, ceea ce este necesar pentru obtinerea plasmei). Eprubetele cu
heparind pentru recoltarea singelui nu se utilizeaza deoarece heparina poate
inhiba reactiile PCR. Dupa recoltarea singelui acesta trebuie amestecat cu
atentie cu anticoagulantul aflat in eprubeta (in caz contrar singele se va
coagula si1 detectarea ADN/ARN-ului va fi imposibild). Plasma recoltata pe
anticoagulant (EDTA) este de asemenea valoroasa pentru detectia ARN
viral in singe, deoarece EDTA inactiveazd RNA-zele prezente in proba.

La testarea singelui integral proba se colecteaza in cantitate de 2 ml in
tuburi sterile cu 0,2 ml EDTA de 3%. Dupa recoltare tubul se inchide cu
capac.

7.2.7. Preprocesarea probelor

Prelevarea probelor ar trebui facutd doar la nivele de siguranta
corespunzatoare ale laboratorului (de preferinta in cabinete de biosiguranta
de clasa a II-a, certificate) cu utilizarea consumabilelor de unica folosinta
pentru fiecare proba. Se acorda atentie deosebitda pentru a nu contamina sau
a nu contamina Iincrucisat probele, deoarece procedurile PCR sunt
vulnerabile la contaminarea incrucisatd dupa amplificare si la desfacerea
tubului.

Plasma se obtine prin centrifugarea tuburilor cu singe integral la 800 -
1600g (RCF) timp de 20 de min la temperatura camerei pentru a compacta
fractia celulard. In caz cind la centrifugile utilizate lipseste optiunea ,,g”
(RCF), atunci RCF se va transfera in rpm dupa formula urmatoare:
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S (rpm)=sqrt( (1.118x10"5xg)/r ),

Unde: r — radiusul rotorului in cm,
sqrt — radacina patrata.

Apoi se preleva plasma, avind grija sa nu sa se extraga celule sanguine
in acelasi timp, in volum de 1 ml cu un virf cu filtru steril separat (sau
pipetd Pasteur sterild) in tuburi sterile tip Eppendorf cu volumul de 1,5 sau
2,0 ml. Este mai bine sa fie prelevate mai multe portiuni (aliquots) dintr-o
probd, decit sa fie subdivizate probele mai tirziu, cel mai mic volum de
proba stocabil este de 0,5 ml (astfel plasma/serul in volum de 3 ml poate fi
divizatd in sase sub-probe separate). Prelevarea de sub-probe ar trebui sa se
facd 1inainte de congelarea probei deoarece congelarea/decongelarea
repetatd a probelor poate reduce confinutul viral si de aceea ar trebui
evitata.

Singele integral dupa recoltare se agitd minutios, intorcind eprubeta cu
susul in jos de 3-4 ori.

7.2.8. Transportarea probelor de singe

Transportarea probelor de singe trebuie sa se realizeze in mod

obligatoriu in containere de transport adecvate, marcate cu pictograma
"Risc biologic".
Transportul materialului §1 probelor preprocesate se efectueazd in
termocontainere speciale cu elemente de rdcire sau in termos cu gheata.
Flacoanele si tuburile cu probe de singe trebuie transportate in pozitie
verticald si securizate intr-un container care se inchide etans sau intr-un
stativ pus intr-o cutie speciala de transport. De asemenea este necesar sa
aiba suficientd hirtie absorbantd in jurul lor incit sd absoarba intreaga
cantitate de lichid in caz de scurgere.

7.2.9. Pastrarea probelor

Mostrele de singe integral: la temperatura de la 2°C pind la 8 oc - timp
de 12 ore de la recoltarea materialului;

Mostrele de plasma:

e la temperatura de la 2°C pini la 8°C — timp de 3 zile;
e 1n stare congelata la minus 70°C — timp indelungat.
Se permite doar un singur proces de congelare/decongelare a materialului.

7.2.10. inregistrarea probelor

La primirea probelor in laborator se verifica:

e (Concordanta dintre marcajul tubului, flaconului, containerului si
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datele din formularul de solicitare;

e Acceptarea duratei dintre recoltarea i primirea probei in laborator;

e Daca proba a fost racita sau au fost addugati conservanti in cazul in
care transportul a fost intirziat;

° inregistrarea tuburilor, containerelor si conditia in care se afla;

e Volumul materialului suficient pentru testarile solicitate;

e Probele primare se verifica daca nu sunt hemolizate, lipemice, etc.

Personalul laboratorului la receptionarea probelor:

e le atribuie un numar de identificare in laborator;

o transferd identificarea si testele solicitate in registrele de lucru a
probelor si sau in listele de lucru;

e documenteaza registrele, listele de lucru (fregistreaza data si ora
primirii probei si identitatea persoanei care a primit proba);

Probele primare sunt identificate prin intermediul trimiterilor. Probele
primare carora le lipseste identificarea nu sunt accesate sau procesate in
cadrul laboratorului. Probele aflate in asteptare pentru testare sau pentru
analize ulterioare de asemenea se identifica.

Inregistrarea se efectueaza in forma scrisd in registru de inregistrare sau
protocolul (raportul) de lucru.

7.2.11. Rebutarea probelor

Daca proba primard nu satisface conditiile necesare, personalul
responsabil, comunica unitafii corespunzatoare, noteaza incidentul in
registrul de rebutare (formular Nr. 394/e) si returneaza proba primara sau
o elimind din laborator prin metoda stabilita.

Criteriile de rebutare:

identificarea incorectd a pacientului;

identificarea incorecta a probei;

date eronate in formularele de insotire;

hemoliza, lipemie, contaminarea probei;

devierea activitdfii specifice a componentului cauzata de
nerespectarea conditiilor de recoltare, transportare si pastrare.

In cazuri exceptionale (bolnav in stare grea, punctie venoasi dificila
sau 1mposibild, decesul bolnavului etc.) proba se lucreaza, dar in rezultat
se indicd neconformitatea depistata, care mai mult sau mai putin ar putea
influenta rezultatul.

Proba rebutatd nu se arunca inainte de a consulta personalul clinic sau
pacientul si a stabili o decizie de comun acord.

7.2.12. Realizarea investigatiei PCR

1) Conditiile de efectuare a reactiei:
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e Toate manipularile cu reactivi si probe se efectueaza in HSB

e Temperatura aerului 20£5 °C;

e Veseld de unica folosintd din plastic (eprubetele, conurile) va fi
rasturnate in containerele speciale cu dezinfectant.

e Suprafetele mesei, cum si incaperile, in care se efectueaza reactia
PCR, finainte si dupd lucru trebuie sia fie iradiate cu lumina
ultravioletd timp de 30 de min.

e Nuse utilizeaza reactivi expirati.

e Nu se utilizeaza reactivi din diferite loturi in cursul unei serii de
lucru.

e Reactivii concentrati se dilueazd cu grija pentru a evita orice
contaminare.

1) Investigarea propriu-zisa

In cursul analizei se utilizeazi numai consumabile din plastic de
unica folosinta sterile, de calitate recunoscuta, marcate ,,RNase-free,
DNase-free”. Tot utilajul de laborator, inclusiv dozatoarele, suporturile,
vesela de laborator, cum si solutiile de lucru trebuie sa fi strict stationare.
Este interzisd deplasarea lor dintr-o incdpere in altd. A lucra numai in
manusi de unica folosinta, fara talc sau amidon, a folosi si a schimba la
fiecare etapa conuri de unicd folosintd pentru dozatoarele automate cu
bariera de aerosol.

Metoda de diagnostic se selecteaza in functie de scopul investigatiei si
se efectueaza in strictd corespundere cu instructiunile de utilizare la kit.

7.2.13. Asigurarea controlului de calitate

In scopul raportirii rezultatelor valide la fiecare reactie PCR atit la etapa
de extragere cit si cea de amplificare se utilizeaza controalele din
componenta kitului pentru asigurarea calitdtii investigatiilor. De asemenea
in baza programului de audit intern se efectueaza controlul intern al calitatii
cu o periodicitate stabilitd in functie de volumul investigatiilor efectuate dar
nu mai rar de o datd in trimestru.

Controlul extern al calitatii se efectueaza prin examinarea panelurilor
standarde certificate de control care confin mostre "pozitive" si "negative",
precum §i prin participarea laboratorului la diferite programe de comparari
inter-laboratoare.

7.2.14. Furnizarea rezultatelor

Laboratorul este responsabil de formatul raportului (forma de evidenta
medicald) si asigurd ca rapoartele sd fie primite de persoanele
corespunzdtoare in intervalul de timp stabilit.

Rezultatele sunt raportate in formulare de evidentd medicala elaborate
si aprobate in functie de metoda de investigare si includ toate informatiile
cerute de clienti §i necesare pentru interpretarea rezultatelor, precum si
toate informatiile solicitate de metoda utilizata.
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Rezultatele trebuie sa fie lizibile, fara greseli de transcriere si se
raporteaza persoanelor autorizate sa primeasca si sa foloseasca informatii
medicale. Raportul include:

e Identificarea clara lipsitd de ambiguitate a analizel,

e Datele de identificare a laboratorului, care a emis raportul;

e Identificarea unica a pacientului precum si adresa sa;

e Numele sau alt mod de identificare unicd (denumirea institutiei) a
solicitantului;

e Data eliberarii rezultatului;

e Originea si tipul probei de analizat;

e Rezultatele analizei cu indicarea unitatilor de masura (UI, copii/ml
sau alte unitdti), cind este cazul intervalele biologice de referinta si
interpretarea rezultatelor;

e Datele de identificare §1 semnatura persoanei care a autorizat
emiterea raportului de examinare;

In laborator existdi un mecanism, care asigurd manipularea si
transmiterea rapoartelor in mod confidential. La descrierea analizelor
efectuate si a rezultatelor obfinute se respectd vocabularul si
nomenclatura recomandirilor nationale si ale OMS. In raport se includ
date privind calitatea sau acceptabilitatea probei primare, care ar putea
compromite rezultatul.

Laboratorul pastreaza copii ale rezultatelor raportate in forma scrisa
(protocol) si format electronic, informatie necesita sa fie gasitd rapid.
Rezultatele raportate se pastreaza atita timp cit sunt importante din punct
de vedere medical conform specificarilor ordinului nr.139 al MS al RM.

La obtinerea rezultatelor fals pozitive sau fals negative laboratorul
repetd examinarea probei sau solicitd o noud proba a aceluiasi pacient.

Laboratorul notifica imediat medicul sau alt specialist responsabil de
ingrijirea pacientului, atunci cind rezultatele analizei sunt situate in
intervalele de alertd sau critice prin intermediul telefonului sau unui
raport preliminar. Pentru rezultatele transmise preventiv, raportul final se
transmite de catre persoana responsabild din laborator intotdeauna celui
care a facut cererea.

In laborator este stabilitd perioada de obtinere a rezultatelor pentru
fiecare tip de analizd, care reflectd nevoile clinice si pacientul sau
persoana care a indreptat proba este instiintata despre acest fapt la
primirea probelor. In cazul intirzierilor efectudrii analizelor solicitantul
este notificat de medicul care efectueaza investigatia cu Iinstiinfarea
sefului de laborator.
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Capitolul 8
PROCEDURILE DE SECURITATE

Diferite substraturi biologice, mai ales singele si componentele lui, fiind
mediul de habitat si de reproducere a agentilor etiologici ai unui sir larg de
maladii infectioase, prezintda risc esential de infectare a personalului
medical, pacientilor deserviti in procesul efectuarii procedurilor
parenterale, precum si poluarii biologice a mediului ambiant.

8.1. Recomandarile UNAIDS si OMS privind masurile de siguranta

Masurile de sigurantd sunt esentiale si ar trebui sd fie urmate la toate
etapele  de testare: recoltarea probelor pentru testare, depozitarea,
eliminarea deseurilor cu pericol biologic, in asa fel incit sd reduca la
minimum riscul de locul de munca.

In conformitate cu clasificare OMS, laboratoarele se clasifici in
urmatoarele nivele din punct de vedere al biosigurantei [20]:

- de bazd — nivel de biosiguranta 1

- de baza —nivel de biosiguranta 2

- securizat — nivel de biosiguranta 3

- 1nalt securizat - — nivel de biosiguranta 4.

Dupa OMS, microorganismele infectioase se clasificd pe urmatoarele
grupe de risc:

Grup de risc 1 — risc infectios individual sau comunitar scazut sau
absent.  Microorganisme cu probabilitate minimd de a provoca
imbolnavire la om sau animal;

Grup de risc 2 — risc individual moderat, risc comunitar scazut. Agenti
patogeni care pot provoca imbolndvire la om sau animal, dar este putin
probabil sd reprezinte un pericol sever pentru personalul de laborator,
comunitate, fauna sau mediu. Expunerile in laborator pot cauza infectii
severe, dar pentru care exista tratament eficace si masuri profilactice, iar
riscul de raspindire al infectiei este limitat.

Grup de risc 3 — risc individual moderat, risc comunitar scazut. Agenti
patogeni care in mod obisnuit provoacd imbolndvire severd la om sau
animal, dar, de reguld, nu se raspindesc de la un individ la altul. Exista
tratament eficace si masuri profilactice.

Grup de risc 4 — risc individual si comunitar ridicat. Agenti patogeni
care provoacd, de regula, imbolndvire severad la om sau animal si care se
pot transmite spontan de la un individ la altul, direct sau indirect. Nu
exista, in general, tratament eficace si masuri profilactice.
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Directiva 2000/54/CE a Parlamentului European si Consiliului din data
de 18 septembrie 2000, referitoare la protectia lucratorilor Tmpotriva
riscurilor presupuse de expunerea la agenti biologici la locul de munca,
prezinta lista de clasificare a agentilor infectiosi pentru fiinte umane [33 sau
anexa 6 din [20]. Conform acestei clasificatii, mostrele biologice infectate
si potential infectate cu anumifi agenti biologici clasificati in grupul 3
(HIV, virusii hepatitelor virale, HTLV 1 si 2, unele Micobacterii si alte
microorganisme), prezintd un risc limitat de infectare pentru lucratori,
intrucit in mod obignuit nu sunt infectiosi pe calea aerului. Din aceasta
consideratie masurile antiepidemice in lucrul cu aceste materiale biologice
se organizeaza in conformitate cu cerintele pentru nivelul 2 de biosiguranta.

Este necesar de a asigura subdiviziunile in care se lucreazd cu
materialele biologice cu echipamente (autoclave, incinerare) sau preparate
de dezinfectare chimica pentru decontaminare a tuturor deseurilor
contaminate sau potential contaminate. Materiale care sunt decontaminate
sau eliminate in afara laboratorului ar trebui sa fie plasat intr-un container
puternic, excluzind scurgeri de materiale lichide inainte de a le transporta in
afara laboratorului.

8.2. Cerintele la organizarea regimului antiepidemic
in laboratoarele de diagnosticare a SIDA in Republica Moldova

8.2.1. Cerintele generale

8.2.1.1. Testarea mostrelor de singe se efectueaza de catre laboratoarele
acreditate, in care sunt asigurate condifii pentru respectarea regimului
antiepidemic si tehnicii securitatii in lucrul cu agenti biopatogeni la nivelul
2 de biosiguranta.

8.2.1.2. Responsabilitatea pentru organizarea si realizarea complexului
masurilor antiepidemice si de dezinfectare se asumd conducatorului
institutiei si sefului laboratorului.

8.2.1.3. Lucrul cu materialele biologice se efectueaza de specialistii cu
studii medicale superioare si medii cu pregatire speciald post-diplomica si
la locul de lucru. Lor li se permite a lucra de sine stdtator la insusirea
completd a cerintelor biosigurantei si deprinderilor practice.

8.2.1.4. Personalul laboratorului trece instruire privind regimul
si periodic - de 2 ori pe an.

8.2.1.5. Intrarea persoanelor striine in laborator este interzisi. Intrarea
personalului tehnic se permite de seful laboratorului, se efectueaza dupa
terminarea lucrului si masurilor de dezinfectare in prezenta specialistului
laboratorului.

8.2.1.6. Toti colaboratorii laboratorului se afla la evidenta medicala si
sunt supusi testarii la AgHBs, anti-HCV si infectia HIV/SIDA de 2 ori pe
an.

88



8.2.1.7. Toate masurile de dezinfectare se efectueaza in conformitate cu
cerintele documentelor normativ-tehnice 1n vigoare. Regimurile de
dezinfectare a diferitor obiecte contaminate cu microorganismele patogene
se elaboreaza luind in consideratie remedii de dezinfectare disponibile.
Toate masurile de dezinfectare se efectueaza in conformitate strictd cu
cerintele expuse in instructiunile la remediile aplicate.

8.2.2. Organizarea si amenajarea incaperilor laboratorului.

8.2.2.1. Laboratorul se organizeazda in cadrul centrelor de sadnatate
publica si centrelor de hemotransfuzie, respectind cerintele expuse in
Ghidul National de biosigurantd pentru laboratoare [20]. Reiesind din
capacitatea de producere, el poate fi organizat ca o subdiviziune aparte sau
in cadrul laboratorului bacteriologic (la volumul investigatiilor mai mic de
25 mii analize pe an). Laboratorul se amplaseaza intr-o cladire aparte sau
intr-un bloc izolat al cladirii cu intrare aparte. La intrarea in laborator se
afiseazd denumirea laboratorului si semnul de securitate biologica. Usile
trebuie sa fie inchise bine, cu semnalizare automata, ferestruici - cu plasa
contra insectelor. Teritoriul si Incdperile institufier se supun pazei
permanente. La plasarea laboratorului la primul etaj ferestrele se asigurd cu
gratil.

Laboratorul trebuie sa fie asigurat in mod centralizat sau autonom cu
apeduct si canalizare, energie electricd, incalzire.

8.2.2.2. Toate incaperile laboratorului trebuie sd fie luminoase, asigurate
cu iluminare artificiala, in conformitate cu cerintele sanitare si normativele
de constructie.

8.2.2.3. Numarul si amenajarea incaperilor trebuie sd corespunda
cerintelor la organizarea complexului masurilor care asigurda separarea
fluxurilor «curate» §1 «contaminate», organizarea conditiilor pentru
efectuarea investigatiilor de laborator, dezinfectarea materialelor
biopatogene, securitatea personalului.

8.2.2.4. Incaperile laboratorului sunt divizate in doud zone: «curatid» si
«contaminati». In zona «curati» se plaseazi vestiarul, salonul pentru
personal, saloane pentru lucrul administrativ, depozit, salonul pentru
distilare;

8.2.2.5. Incaperile destinate lucrului cu materiale biologice infectate si
potential infectate sunt plasate in consecutivitate conform fluxului
materialelor biologice in procesul tehnologic si sunt urmatoarele:

e Salon de primire §i inregistrare a materialului biologic;
Salon de pregatire a mostrelor pentru testare;
Salon de centrifugare;
Salon ELISA;
Salon WESTERN-BLOT si alte cercetari de confirmare (pentru
laboratorul de referintd);
e Salon pentru medici;

&9



Salon de autoclavare (sau de dezinfectarea materialului biologic);
Spaldtoria este ultimul salon in lantul incaperilor de productie; in
care se transfera materialele biologice si vesela de laborator
dezinfectate;

Depozit pentru pastrarea test-sistemelor.

8.2.2.6. In laboratoarele cu volumul mic de investigatii unele etape de
lucru pot fi comasate intr-un salon de lucru, respectind trecerea torentului
«curaty si celui «contaminaty (de exemplu, receptionarea si pregatirea
esantioanelor pentru testare, etc.).

8.2.2.7. Saloanele laboratorului.

Salonul de receptie si inregistrare a materialului biologic se
amenajeaza cu fereastra pentru primirea mostrelor. Salon se doteaza
cu o masa pentru lucrul cu materialele biopatogene, o masa pentru
lucru cu documente, masa sau stelaj pentru rezultatele cercetarilor
efectuate, stelaje sau dulape pentru pdstrarea eprubetelor,
suporturilor etc. Suprafata de 14-20 m?,

Expedierea materialului biologic in laborator se efectueaza folosind
containere, bixe sau containere frigorifice.

Salonul de pregatire a mostrelor pentru testare §i salonul de
centrifugare, de obicei, se amenajeaza intr-un bloc. In aceste saloane
esantioanele sanguine se pregatesc pentru testarea de screening: serul
sanguin se separd de cheag, eprubetele cu ser sanguin se instaleaza
in suporturi cu 96 cuiburi. Salonul se amenajeazd cu mese pentru
lucru cu materialul biologic, documente, dulape, frigidere, centrifugi.
Suprafata salonului - 17-20 m”.

Salonul ELISA (unul sau mai multe in dependenta de volumul de
investigatii) se amenajeazd cu mese de lucru pentru efectuarea
investigatiilor imunoenzimatice (individuale pentru fiecare specialist
care efectueaza reactia), mese pentru instalarea spectrofotometrelor,
spalatoarelor pentru placi, vaselor cu solutii de dezinfectare,
frigidere, congelatoare (-20°C), termostate, dulapuri medicale, vesela
de laborator de masurare, vas cu capac pentru apa distilata, etc.
Suprafata 20-40 m”.

Salonul western-blot se amenajeazd cu mese pentru efectuarea
reactiel imunoblot, lucrul cu documente, instalarea agitatorului si
spalitorului, cu frigider, dulap medical, etc. Suprafata 15-20 m”.
Salonul pentru medici se amenajeazd cu mese de lucru, dulapuri
inchise cu cheie pentru pastrarea documentelor, computer. Suprafata
15-20 m”.

In salonul pentru autoclavare se instaleazi autoclav vertical sau
orizontal s1 mese de lucru. Suprafata trebuie sa corespunde cerintelor
la montarea autoclavului de marca anumita.

Salonul distilare se amenajeaza cu distilatoare, vase pentru
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colectarea apei distilate.

e In spalitorie se instaleazd 2-3 cdzi pentru spilare si clitirea veselei
de laborator, mese de lucru, aragaz sau resou, dulapuri cu caldura
uscatd, stelaje pentru plasarea vaselor pentru dezinfectarea si
spalarea veselei de laborator, hainelor de protectie, vaselor pentru
dezinfectarea ramasitilor materialelor biologice. Se asigurd conditii
pentru pistrarea inventarului de dereticare. Suprafata 25-30 m”.

e Depozit pentru pastrarea test-sistemelor diagnostice, altor materiale
se amenajeaza cu frigidere, mese de lucru, stelaje.

8.2.2.8. Toate incdperile trebuie sia fie asigurate cu apa curgatoare,
incalzire si canalizare centrald, apa calda, robinete pentru spalarea miinilor,
stergatoare electrice (sau servete diferite pentru manusi si miini), sa fie
iluminate bine. Incdperile in care se efectueaza lucru cu materiale infectate
se amenajeazad cu lampi bactericide.

8.2.2.9. La i1esire din blocul «contaminat» se instaleaza un dulap sau
cuier pentru hainele de protectie destinate lucrui in acest bloc al
laboratorului. Iesirea in aceste haine in partea «curatd» a laboratorului este
interzisa.

8.2.2.10. La organizarea laboratorului e necesar de a prevedea incaperi
pentru pastrarea materialelor si utilajului de rezerva, reactivelor chimice.

8.2.2.11. La planificarea incaperilor laboratorului e necesar de a
prevedea asigurarea fluxului «curaty §i «contaminat», consecutivitatea
deplasarii materialului patogen, incepind de la receptionare a materialului
biologic si pind la dezinfectarea lui, excluzind «incrucisarea» fluxului
«curaty si «contaminat». Salonul de receptie si inregistrare a materialului
biologic se recomandad a amplasa la intrare in laborator, alaturi de incaperea
destinata pregatirii lor pentru cercetare. Salonul de autoclavare si spalatorie
se amplaseaza alaturi.

8.2.2.12. In scopul asiguririi conditiilor necesare la efectuarea
cercetarilor serologice si obtinerii rezultatelor conforme, temperatura
aerului in incdperile de lucru trebuie sd corespunda cerintelor instructiunii
la testul aplicat, de obicei, in limitd de 18-25 °C, fiind asigurata prin
conditionarea aerului. In timpul lucrului cu materialul biopatogen
conditionerul se deconecteaza. Este necesara instalarea in laborator a
sistemului de ventilare flux-reflux.

8.2.2.13. Podelele in saloanele laboratorului trebuie sa fie acoperite cu
linoleum sau teracotd, peretii finisati cu teracotd sau vopsiti, ca si podurile,
cu vopsea de ulei de culori deschise, sa fie netede, lavabile, rezistente la
umezeala si preparate de dezinfectare.

8.2.2.14. Mobila si utilajul de laborator trebuie sd fie din materiale
solide, fard margini ascutite. Suprafetele de lucru ale meselor destinate
pentru lucru cu materialele biopatogene sd fie acoperite cu materiale
nepenetrabile pentru apa si rezistente la preparate de dezinfectare. Toata
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mobila sa fie lavabila.

8.2.2.15. Laboratorul se doteaza cu dozatoare automate de volume
necesare pentru masurari. Turnarea serului sanguin si a reactivelor dintr-o
eprubetd 1n altd, distribuirea lor in godeurile placii se efectueaza cu
dozatoare automate. Se interzice pipetare cu gura.

8.2.2.16. Lucrul cu dosare si materiale patogene in saloanele de lucru se
efectueaza pe mese diferite.

8.2.2.17. Trecerea materialelor biologice prin zona «curata» se
efectueaza folosind casolete (containere, bixe) destinate acestui lucru,
fabricate din materiale rezistente la umezeala si dezinfectanti, cu capac
bine inchis.

8.2.3. Cerintele la organizarea regimului antiepidemic si masurile de
protectie personala in laboratoarele de diagnosticare a SIDA,
hepatitelor si altor infectii virale

8.2.3.1. Masurile generale de protectie

1) Fiecare loc de lucru trebuie sa fie dotat cu instructiuni, in care sunt
expuse cerintele de baza la organizarea lucrului, tehnica securitatii, regimul
antiepidemic si protectia personald. Indrumatoarele se elaboreaza de citre
seful de laborator, luind in consideratie cerintele la organizarea masurilor
de dezinfectare si conditiilor locale, de exemplu, dotarea cu preparate de
dezinfectare etc. Instructiunea privind regimul de dezinfectare se
elaboreaza, reiesind din dotarea laboratorului cu autoclav, asigurarea cu
preparate de dezinfectare etc. Instructiunile se aproba de catre conducatorul
institutiei. Pentru fiecare unitate de aparataj instalat in laborator de
asemenea se elaboreazad instructiunea privind exploatarea lui, aprobata de
conducatorul institutiei si prezentatda la locul de muncad respectiv. Toate
aparatele electrice trebuie sa fie impamintate, dotate cu covorase
dielectrice, daca acest lucru este cerut de producatorul.

2) Toate incaperile laboratorului se mentin curate, zilnic, la terminarea
lucrului, sunt dereticate cu dezinfectarea podelelor si altor suprafete (usi,
polite, pervazuri, dulapuri, etc.), folosind solutie de cloramina sau clorura
de var de 1% sau alt preparat de dezinfectare. Peste 2 ore sau a doua zi
dimineata, inainte de inceputul lucrului, incaperile prelucrate se aerisesc,
podelele si alte suprafete se spald cu apa curata. Peretii si podurile nu mai
rar decit o datd pe luna sa fie prelucrate cu solutie de dezinfectare, spalate
cu apa calda si sdpun (detergent) si sterse cu cirpa curata. E strict interzis a
aduce si a pastra 1n incaperile zonei «contaminate» orice obiecte si lucruri
care nu sunt aplicate n procesele tehnologice.

3) Locurile de lucru trebuie sd fie dotate cu trusd farmaceutica pentru
acordarea primului ajutor medical, inclusiv in cazuri de avarii si accidente.
Ea trebuie sa fie completatd cu solutie de 5% de i1od, solutie de verde
briliant, o fiold cu amoniac, alicote de 250 miligrame de permanganat de
potasiu si 500 mililitri de apa distilatd pentru pregatirea solutiei de 0,05%,

92



pipetd oculara, materiale de pansament, leucoplast bactericid, degetare,
garou hemostatic, validol, preparate antipiretice si analgetice.

4) Saloanele de lucru se doteazd cu vase cu capace marcate pentru
colectarea si dezinfectarea deseurilor.

5) Laboratorul se doteaza cu un volum de rezerva al remediilor de
dezinfectare, peroxid de oxigen, alcool etilic, preparate de clor. Se
achizitioneaza preparate inregistrate in tard in mod stabilit. Solutiile de
lucru ale preparatelor de dezinfectare se pregatesc conform cerintelor
instructiunii producatorului.

6). Centrifugarea mostrelor sanguine se efectueaza in salon special,
folosind centrifuge verificate metrologic.

7) Toate deseurile - ramasitele de singe, ser, solutiile de tampon, de
spalare a placilor, condensatul frigiderelor, placile consumate, hirtia
adeziva, pungile, flacoanele cu ramasitele serurilor-martor pozitiv, altor
reactive se supun dezinfectarii in mod obligatoriu. Se interzice turnarea
lichidelor nedezinfectate in retea de canalizare si aruncarea la gunoi a
oricarora materiale nedecontaminate.

8.2.3.2. Masurile de securitate personald. Luind in consideratie cdile de
transmitere prin singe a maladiilor infectioase, lucratorii medicali trebuie sa
evite contactul pielii s1 mucoaselor cu singele si cu toate materialele
biologice contaminate si potential contaminate, ceia ce se asigurd prin
folosirea hainelor de protectie, efectuarea cu prudenta a tuturor etapelor de
lucru cu biomateriale, efectuarea la timp a dezinfectiei curente, inldturarea
consecintelor situatiilor de avarie si respectarea masurilor de protectie
personala.

1) Toate activitdtile de lucru de laborator se efectueaza folosind haine
de protectie: halat chirurgical imbracat asupra pijamalei, boneta, masca,
manusi de cauciuc. La pericolul stropirii, anume la manipulare a serurilor
sanguine, se utilizeaza mijloace de protectie a cavitafii bucale, cailor
respiratorii si ochilor: masca din tifon, ochelari sau ecrane speciale de
protejare, care se supun dezinfectarii. Pentru lucru cu biomateriale fiecare
lucrator se doteaza cu haine de protectie si incaltaminte individuale (halate
chirurgicale - 2, halate medicale - 2, bonete sau casinci - 2, pijamale de vara
si de iarna - cite 2 complete, ciupici, ecrane de protejare sau ochelari - 1,
manusi de cauciuc). Halatele se schimba o datd in sdptdmind, madstile -
zilnic. Pentru iesire in teritoriul institugiei lucratorii se doteaza cu halate
calde.

2) Inainte de a incepe lucru, toate leziunile pielii la miini se acopera cu
leucoplast sau se imbraca degetar, dupa ce se imbracd manusi de cauciuc
(latex).

3) Toate tipurile de lucru se efectueaza cu prudentd, excluzind stropirea
picaturilor de singe, ser, reactivelor din test-sisteme. Flacoanele se deschid
cu precautie, mai ales cele cu martorii pozitivi.

4) Toate speciile de lucru cu singe - separarea serului de la cheag,
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turnarea, distribuirea, etc. - se efectueaza folosind dozatoare automate cu
conuri de o singura folosintd, cu acuratete, excluzind stropirea si
rasturnarea lor.

5) La terminarea lucrului personalul laboratorului este obligat sa
efectueze dezinfectarea mesei de lucru si miinilor Tnainte si dupa
dezbracarea manusilor. Miinile in manusile se prelucreaza cu alcool etilic
de 70 °, expozitia 2 min., se spald cu sdpun §i apa curgdatoare, dupd ce se
sterg pind la uscare. Analogic se spald miinile si dupa dezbracarea
manusgilor. Pentru stergerea miinilor cu manusi si fard sunt prevazute
servetele diferite.

6) La locurile de lucru se interzice categoric a minca, a bea, a fuma, a
folosi cosmetica.

8.2.3.3. Regimul antiepidemic la locul de lucru la receptionarea
mostrelor sanguine §i pregatirea lor pentru investigatie serologica.

1) Dotarea locului de lucru:

e Vas cu tampoane umezite cu alcool etilic de 70 ° pentru prelucrarea
miinilor, mesei, containerilor, in care sunt expediate probele
sanguing;

e Vas pentru colectarea materialului contagios prelucrat: eprubetele cu
mostre rebutate, eprubetele stricate, tampoanele folosite, conurile
pentru dozatoare automate, etc.;

e Vas cu solutie de dezinfectare (apd oxigenata de 6%) pentru
colectarea dopurilor de cauciuc;

e Trusa farmaceutica cu materialele necesare pentru prelucrarea
urgentd a pielii s mucoaselor in caz de accident;

e Cuve, suporturi, eprubete, alte obiecte pentru aranjarea probelor
sanguine receptionate;

e Penseta anatomica;

e Vas cu dezinfectant (apd oxigenata de 6%, alcool de 70 °) pentru
dezinfectia manusilor de cauciuc (latex) in cazul refolosirii lor;

e Douad servete marcate: «Pentru manusi», «Pentru miini».

2) Este interzisd primirea mostrelor sanguine expediate farda container,

in genti, sacose de polietilena.

3) Formularele de insotire sd fie puse intr-o punga de polietilena. Se
interzice receptionarea mostrelor cu formularele bagate induntrul
eprubetelor. Formularele contaminate cu singe, ser se prelucreaza cu fer de
calcat bine incalzit.

4) A deschide cu acuratete containerul, a se convinge, ca toate
eprubetele sunt intregi. Mostrele de singe se expediaza in eprubete din masa
plastica de o singurd folosintd (tip eppendorf) bine inchise sau din sticld
inchise cu dopuri de cauciuc sau vata-tifon invelite cu polietilend.
Dezambalarea materialului expediat in laborator pentru testare se
efectueaza cu prudentd, respectind masurile de precautie, folosind manusi
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de cauciuc (latex).

5) Dupa primirea mostrelor, containerul se prelucreaza cu solutie de
dezinfectare. In cazul virsirii singelui sau la prezenta urmelor vizibile de
singe pe container el se dezinfecteazd prin scufundarea in solutie de
cloramina sau clorurii de var de 3%, expozitia 2 ore, dupa ce se clateste cu
apa si se usucd. Curierului se intoarce containerul dezinfectat. Rezultatele
investigatiilor efectuate anterior se elibereaza, plasindu-le intr-o sacosa de
polietilena.

6) Dupa inregistrare si triere serurile se expediazd in salonul de
investigatii serologice.

O7) Toate mostrele sanguine primite se pdstreaza pina la testare la +4 -
+8°C.

8.2.3.4. Regimul antiepidemic si masurile de securitate personala la
locul de lucru la efectuarea investigatiei serologice. In saloancle de
investigatii serologice (ELISA, imunoblot, etc.) pentru dezinfectarea
curentd se foloseste alcool etilic de 70°, apa oxigenata de 6%, alte preparate
de dezinfectare conform instructiunilor de utilizare. Se interzice a pastra si
a utiliza in timpul lucrului ELISA preparate care elimina clor (altereaza
enzimele).

1) Saloanele de cercetari imunoenzimatice si imunoblot in conformitate
cu cerintele de organizare a regimului antiepidemic se considerda similare
boxeil pentru lucru cu agenti biopatogeni din grupul 2. Pentru lucru in
aceste saloane a prevedea haine de protectie aparte, care se pastreaza in
dulap (cuier) instalat la intrare in salon. La iesire din salon se dezbraca
halatul, masca, boneta, manusile.

2) Salonul se inzestreaza cu:

e Echipament ELISA (western blot);

e Container sau bix pentru expedierea esantioanelor pentru testare si

scoaterea celor consumate (la trecerea prin incdperi «curatey);

e Un recipient cu capac pentru deseuri contaminate;

e Douad servete marcate «Pentru manusi» si «Pentru miini»;

e Trusa farmaceutica (una pentru salon).

Amenajarea locului de lucru:

e Un vas cu tampoane cu alcool etilic de 70 °;

Cuva emailatd (metalicd);

Un set de dozatoare automate pentru masurarea volumelor necesare;

Vas cu conuri curate pentru dozatoare automate;

Veseld de laborator pentru pregatirea diferitor solutii si reactive de

lucru;

e Un vas cu solutie de dezinfectare pentru colectarea materialelor
biopatogene consumate, mostrelor sanguine rebutate, eprubetelor
stricate etc.;
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3) Toate procedurile in procesul realizarii reactiei - dizolvarea si
distribuirea serurilor sanguine testate, martorilor, altor reactive - se
efectueazda numai pe cuva emailatd (metalicd), cu acuratete, evitind
formarea aerosolilor si nimerirea picaturilor si stropilor de singe pe masa,
podea, manusi, etc.

4) Flacoanele cu martori pozitivi, negativi, alte reactive si reactivi se
deschid cu prudenta, evitind lezarea pielii, varsare si stropire a continutului.
Toate eprubetele, fiolele se instaleazd in suporturi speciale pentru evitarea
varsarii. Dopurile si suprafetele flacoanelor la terminarea lucrului se
prelucreaza cu alcool etilic de 70 °, iar in cazul cind nu vor fi intrebuintate,
se aruncd, fiind deschise, intr-un vas special cu capac destinat colectarii
deseurilor.

5) Pastrarea serurilor sanguine (bancare) ale persoanelor infectate cu
HIV, a tuturor mostrelor sanguine in procesul investigatiilor de triere i de
confirmare se efectueaza in eprubete de sticld bine inchise cu dopuri de
gumd sau in eprubete eppendorf sau crioeprubete  in congelator la
temperatura -20 — -40 °C. Dezghetarea acestor seruri se efectueaza cu
permiterea medicului, respectind masurile antiepidemice. La terminarea
lucrului, suprafata eprubetei si dopului se prelucreazd cu grija cu alcool
etilic de 70 °, dupa ce se instaleazad in suport in frigider.

8.2.3.5. Metodele de dezinfectare si prelucrare a veselei de laborator,
hainelor de protectie, incaperilor de lucru in laboratoarele de diagnosticare a
SIDA.

1) Toate materialele biologice, vesela de laborator, aparatajul si utilajul,
suprafetele de lucru si ale saloanelor, hainele de protectie, inventarul folosit la
dereticarea incaperilor se supun dezinfectarii.

2) Dezinfectarea deseurilor medicale se efectueaza prin autoclavare de catre
specialist cu pregatire speciald confirmatd cu certificat. Materialele utilizate se
colecteazi in vase speciale. In fiecare vas se pune fiold cu unul din testele chimice
cu temperatura de topire 132 °C pentru controlarea regimului functionarii
autoclavului. Autoclavarea se supune controlului fizic (termometru) si biologic
(cultura Bacillus cereus o data in luna).

Vasul se inchide bine cu capac, se leagad cu sfoara si se supune autoclavarii la
temperatura 132 °C la tensiunea abundentd 2,0 kg/cm2 (0,20 MPa) timp de 60
min. La terminarea autoclavarii laborantul controleaza fiola cu testul chimic de
control. Topirea testului chimic si colorarea lui confirma atingerea temperaturii
necesare. Numai dupd aceasta procedura vasul cu materiale poate fi trecut in
salonul de spalare.

3) In lipsa autoclavului se permite dezinfectarea materialelor biopatogene prin
metoda chimica. In acest caz dezinfectarea se realizeaza de un specialist cu studii
medii - laborant, felcer-laborant. Spalarea veselei dezinfectate, dezinfectarea
incaperilor de lucru si dereticarea lor, dezinfectarea si spalarea hainelor de
protectie se efectueaza de infirmiera.

4) Se utilizeazd preparate aprobate si Inregistrate in tard cu proprietati
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bactericide, tuberculocide, virulicide si funghicide. Pregatirea solutiilor de
dezinfectare se efectueaza conform cerintelor producatorului.

5) Materialele consumate in procesul ELISA si imunoblot, microplacile cu tot
continutul se dezinfecteaza prin scufundarea in solutie de dezinfectare, expozitie
de douad ore (sau timpul indicat de producatorul produsului), dupa aceia se arunca
intr-un loc special, excluzind accesul persoanelor straine.

6) La dezinfectarea chimicd ramasitele de singe se toarna cu acuratetd din
eprubetele intru-un vas special marcat si se adauga cloramina sau clorurd de var in
proportie 5:1 (singe : preparat), se amestecd bine si se lasd pe un termen de 2 ore.
Alte preparate de dezinfectare se utilizeazd conform indicatiei producatorului.
Eprubetele de o singura utilizare (din masa plasticd), fiole cu cheaguri de singe,
ramasiti de ser se scufunda intr-o solutie de dezinfectare, respectind masurile de
precautie: eprubetele se iau cu pensa anatomica, o bransa fiind pufin introdusa in
cavitatea eprubetei, eprubeta putin se inclind si se scufundd pina la umplarea cu
solutie, evitind formarea bulelor de aer. Dupa scufundarea tuturor eprubetelor
pensa se dezinfecteaza.

7) Frigiderele, in care se pastreazd mostrele sanguine, preparatele diagnostice,
se Intretin curate, se dezgheata si se spald la formarea ghetii, dar nu mai rar de o
datd in doud saptdmini. Condensatul se stringe intr-un vas special, se
dezinfecteaza prin adaugarea cloraminei sau clorurii de var pind la concentratie de
3% (30 gr. la un litru), sau altui preparat de dezinfectare, dupa expozitie de doud
ore se varsa in reteaua de canalizare. Suprafetele dinduntru se prelucreaza cu
alcool de 70 ° sau se flambeaza, se spala si se usuca.

8) Termostatele se prelucreaza cu alcool de 70 ° sau se flambeaza, se spala si
se usucd. Aparatele ELISA se dezinfecteaza conform indicatiilor instructiunii
producatorului.

8.2.4. Masurile la accidente

In caz de accident lucrul se stopeazi. Despre fiecare caz de avarie imediat se
instiinteaza seful laboratorului. Inliturarea avariei se efectueazd sub controlul
medicului, la necesitate in acest lucru sunt implicati si alti colaboratori ai
laboratorului.

1) La rasturnarea esantioanelor sanguine in timpul transportarii sau la locul de
lucru, transportarea serului in eprubete stricate sau la stricarea lor in laborator a
sorta cu atentie eprubetele cu singe, separind cu ajutorul pensei anatomice cele
stricate de cele intregi, evitind stropirea si nimerirea picaturilor dintr-o eprubeta in
alta. La posibilitate, e de dorit a pastra raimasitele singelui din eprubetele stricate
(numai in cazul, cind poate fi exclusd contaminarea reciproca a probelor) si a
transfera continutul in eprubete curate. Eprubetele contactate cu cele stricate se
prelucreaza de pe de afara cu alcool etilic de 70 ° sau cu apa oxigenata de 6%,
dupa ce se instaleaza in suport. Esantioanele suspecte la contaminarea cu singe
din eprubetele stricate se trec in rebut.

2) Containerul sau alt vas contaminat cu singe se scufunda intr-o solutie de.

3) La nimerirea materialului contaminat sau potential contaminat pe halat,
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imbracaminte acest loc se prelucreaza imediat cu solutie dezinfectantd, dupa ce se
dezbracd manusile, pe urmad - halatul, care se scufundd intr-o solutie de
dezinfectare sau se pune in casoleti pentru autoclavare. Inciltimintea se
prelucreaza prin stergerea dubld cu cirpa inmuiatd 1n solutie dezinfectanta.
Miinile si pielea de pe alte suprafete ale corpului care a contactat cu hainele
contaminate se prelucreaza cu alcool etilic de 70 °.

4) La nimerirea materialului contaminat pe fata, locul respectiv se prelucreaza
cu alcool etilic de 70 °, pe urma se spald bine cu sapun.

5) La nimerirea sau suspiciunea nimeririi materialului contaminat la tunica
mucoasa: a gurii - a clati gura si gitul cu permanganat de potasiu de 0,05% sau
alcool etilic de 70 °; ochii - cu solutie de 1% de acid boric sau cu citeva picaturi
de nitrat de argint de 1%, sau cu permanganat de potasiu de 0,05%, in nasul se
picurd permanganat de potasiu de 0,05%.

6) La lezarea pielii (tdieturd, zgirieturd) a scurge intensiv din rana citeva
picaturi de singe, pe urma a prelucra rana si pielea imprejurul ei cu alcool etilic de
70 °, a spdla miinile cu apa si sdpun, dupa ce a prelucra rana cu solutie de iod de
5%, la necesitate a pansa rana. Dacd lucrul s-a efectuat in manusi de cauciuc,
acele masuri se precedd cu prelucrarea manusilor cu solutie de dezinfectare si
dezbracarea lor. Pentru a continua lucrul se imbraca degetar si manusi de cauciuc
(latex) noi. Persoana datd se ia la evidenta medicald conform cerintelor
instructiunii in vigoare [34].

7) La nimerirea materialului infectat pe podea, pereti, mobila, utilaj etc.
suprafata contaminata se prelucreaza cu solutie de dezinfectare (apa oxigenata de
6%, cloramind sau clorurd de var de 3%, alte preparate). La varsarea unui volum
mare de singe, ser suprafata contaminatd, impreund cu eprubetele stricate, se
presoard cu cloramina sau clorurd de var praf. Dupa expozitie timp de 60 min.
toate ramasitile se string intr-un vas cu solutie de clorura de var sau cloramina de
3% si1 dupa expozitie de 2 ore se arunca. Toatad suprafata se sterge cu cirpa muiata
cu solutie de dezinfectare, dupa ce se spala cu apa. Cirpa folosita se scufunda in
solutie de dezinfectare sau se pune in container pentru autoclavare ulterioara.

8) In caz de avarie la centrifugire (stricarea eprubetelor in procesul
centrifugarii), centrifuga se deconecteaza, se lasa inchisa timp de 30 min. pentru
depunerea aerosolului format. Aditivele si bucati de sticla stricate se transfera, cu
ajutorul pensei, in solutie de dezinfectare, dupa ce partile interioare si exterioare
ale centrifugii se dezinfecteaza.

9) Toate avariile se inregistreaza cu descrierea detailatd in registru pentru
inregistrarea avariilor cu indicatia datei s1 masurilor luate.

10) Dupa lichidarea avariei seful laboratorului informeaza despre cele
intimplate conducatorul institutiei si presedintele comisiei de regim a institutiei.
Pentru fiecare caz de avarie se intocmeste act cu datele depline a analizei cauzelor
el si evaluarii masurilor luate. Actul se semneaza de conducatorul institutiei,
presedintele comisiei de regim si seful laboratorului.
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8.2.5. Evidenta medicala a personalului laboratoarelor diagnostice.

Colaboratorii laboratoarelor diagnostice HIV/SIDA se supun testdrii la
anticorpii anti-HIV si AgHBs initial, la angajarea la lucru, si ulterior de doua ori
pe an cu bancarea serurilor sanguine in laboratorul CNSP, Centrului SIDA.
Probele de singe se insotesc cu formularul f. SIDA Nr 12/e ,,Indreptare a probelor
de singe a lucrdtorilor medicali, care asigurda diagnosticarea, tratamentul,
deservirea nemijlocita a infectatilor si bolnavilor de HIV/SIDA pentru examinare
si depozitare™.

In laboratorul Centrului SIDA esantioanele sanguine se testeazi in ELISA la
anticorpi anti-HIV si, la necesitate, - in testul imunoblot. Investigatia la AgHBs se
efectueaza in institutia medico-sanitarda la locul de domiciliu al lucratorului.
Rezultatele testarilor se prezintd in laboratorul Centrului SIDA.

In cazurile de expunere profesionali in procesul de lucru cu materiale
biologice infectate si potential infectate se procedeaza conform cerintelor
Instructiunii cu privire la masurile de prevenire a infectarii cu virusul
imunodeficientei umane (HIV) in caz de expunere profesionald accidentata a
lucratorilor medicali” [34] si Procedurii operationale standard elaborate in baza
acestei instructiuni.

Conducatorul institutiei medicale si seful laboratorului sunt responsabili
pentru testarea la timp a colaboratorilor laboratoarelor diagnostice.
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