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Inventia se referd la medicina, in special la o metoda de identificare a markerului anti-HVC in serul sangvin uman.
Hepatita virald cu virusul C constituie o problema majora de sinitate publica cu impact social si economic. In intreaga
lume, circa 200 milioane de persoane, aproximativ 3% din populatia mondiald sunt infectate cu virusul hepatic C
(HVC), iar 3...4 milioane reprezintad cazuri noi inregistrate anual in lume. Incidenta infectiei simptomatice noi cu
virusul hepatic C a fost estimata la 1...3 cazuri la 100.000 persoane anual. Evident, incidenta reala a infectiei cu HVC
este mult mai mare urmare a ponderii Inalte de cazuri asimptomatice. S-a constatat cd la 80% din cei care au contact
HVC, maladia evalueaza in forma asimptomatica, amanifestd. Practic din 100 de persoane, care au contractat virusul
HVC, forma acutd se manifestd numai in 20% din cazuri. Progresele Inregistrate in studierea hepatitei virale C au fost
axate atat pe studierea particularitatilor clinice, de tratament, in special a formelor cronice, cat si pe perfectarea
diagnosticului paraclinic (de laborator), ludnd in consideratie faptul ca actual nu dispunem de vaccin contra hepatitei
virale C. Totusi tratamentul de ultima generatie in 93...95% conduce la eliberarea bolnavilor de virusul HVC (World
Health Organization. Guidelines for the screening, care and treatmen of persons with hepatitis C infection, April 2014,
122 p). Dar necatand la acele progrese obtinute in combaterea hepatitelor virale, inclusiv si a hepatitei cu HVC,
Republica Moldova ca tara cu endemicitate medie se confrunta cu probleme privind realizarea masurilor de control si
raspuns la HVC, inclusiv a diagnosticului de laborator (C. Spinu, T. Holban, V. Guriev, Ig. Spinu. Hepatitele virale si
HIV (aspectele etiologice, epidemiologice, clinice, diagnostic de laborator, tratament si profilaxie), Chisindu, 2013,
Tipografia ASM, 296 p.; V. Pantea, C. Spinu, L. Cojuhari, V. Cebotédrescu Hepatita C acuta. Particularitatile clinice,
epidemiologice, imunologice si de tratament la persoanele de varsta tanara si medie, Chisindu, 2009, Tipografia Sirius,
108 p.).

Diagnosticul serologic utilizat in serviciul de transfuzii de singe (donori) in calitate de screening sau pentru confirmarea
diagnosticului clinic presupune utilizarea testelor de analizd imunoenzimaticd (AIE) de generatia a treia, care pot
identifica mai mult de 95% din infectiile cronice si 50...70% din infectiile acute cu HVC. Investigatiile privind
identificarea markerului anti-HVC (una din componentele de baza a diagnosticului clinic in probele de sange, recoltate
de la bolnavi cu diagnosticul clinic prezumptiv de hepatita viralda C) se realizeaza prin AIE pe suport solid, utilizdnd
kiturile de reactivi ai companiei DIA.PRO (Italia). Complexul imun format din conjugatul legat se vizualizeaza la
adaugarea substratului/cromogen (tetrametilbenzidind) care da un produs de culoare galbena. Intensitatea produsului
obtinut este proportionala cu cantitatea de anticorpi specifici anti-HVC in proba de singe examinatd. Pentru stoparea
reactiei enzimatice se utilizeazd stop-reagentul (mai frecvent acidul sulfuric). Detectia se efectueazd fotometric la
lungimea de unda 450...620 nm in dependenta de filtru utilizat.

Algoritmul analizei imunoenzimatice existent (prototip) exprimat prin identificarea markerului anti-VHC include
urmatoarele etape:

1. Formarea complexului imunologic, urmare a reactiei imunologice prin suplimentarea cu reagenti, unde unul contine
markerul enzimatic

2. Stoparea fazei solide pentru indepartarea componentelor nespecifice

3. Suplimentarea reactiei enzimatice prin adaugarea solutiei cromogen/substrat si stoparea reactiei cu stop-reagent

4. Analiza rezultatelor

5. Evaluarea cu interpretarea rezultatelor obtinute

6. Examinarea repetatd in AIE a probelor de sdnge care au demonstrat rezultate echivoce de la bolnavi peste 1...2
saptamani [1].

Dezavantajele procedurii existente: unele probe de sange (ser) recoltate de pacientii cu diagnosticul clinic prezumptiv
de hepatita virala i examinate prin analiza AIE demonstreaza rezultate echivoce (invalide) urmare a prezentei in seruri
a diferitor factori inhibitori nespecifici care influenteaza rezultatele finale ale reactiei de identificare a markerului anti-
HVC in specimenele investigate. Urmare acestui fenomen pacientii care au demonstrat rezultate echivoce cer a fi
investigati repetat in AIE peste 1...2 saptamani. Aceste circumstante fac dificil interpretarea rezultatelor finale,
influenteaza negativ asupra specificitatii si sensibilitatii testului, concomitent cauzind incomoditati pentru pacienti pe
parcursul realizérii managementului diagnosticului de laborator.

Problema pe care o rezolva inventia: elaborarea unei metode de investigare a probelor de sange (ser) uman la prezenta
markerului hepatitei virale C, anti-HVC evidentiat prin analiza imunoenzimatica (AIE). Solutia propusd se reduce la
urmatoarele: initial toate specimenele recoltate de la pacienti cu diagnosticul clinic prezumptiv de hepatitd virala initial
se prelucreaza cu suspensie de bentonit pentru inliturarea inhibitorilor nespecifici cu examinarea ulterioara in testul
AIE.

Esenta inventiei consta in aceea ca probele de ser sangvin pentru examinare se prelucreaza cu suspensie de bentonit de
20% in raport de 1:1, apoi serul sangvin se examineaza in testul imunoenzimatic cu utilizarea microplacii adsorbite cu
AgHVC si se determind valorile densitatii optice a probelor prin metoda fotometrica la lungimea de unda de 450 nm,
apoi se determind valoarea medie a densitatilor optice a probelor de control negativ dupd formula: media densitatilor
optice ale probelor de control negativ + 0,350, apoi Se determina raportul dintre valoarea medie a densitatii optice a
serului pacientului si valoarea medie a densitatilor optice ale probelor de control negativ si, in cazul in care raportul este
de pana la 0,9 se considera ca rezultatul este negativ, iar daca este mai mare de 1,1 rezultatul este pozitiv.

Inregistrarea serurilor prin AIE intru identificarea markerului anti-HVC s-a realizat cu produsul companiei DIA.PRO,
Milano-Italy (96 determinations).

Metoda propusa include urmatoarele etape:



52018 0108 20f3

1. Prelucrarea primard a tuturor probelor de ser colectate de la pacienti predestinate pentru testare prin AIE intru
identificarea markerului anti-VHC cu suspensie de bentonit in concentratie de 20%.

2. Investigarea probelor de ser dupa prelucrare cu suspensie de bentonit in AIE pentru evidentierea markerului anti-
HVC

3. Interpretarea rezultatelor

Rezultatul inventiei consta in excluderea rezultatelor echivoce, care cer investigarea repetata a pacientilor dupa 1...2
saptamani cu cheltuieli suplimentare si durata indelungata pentru stabilirea diagnosticului pozitiv.

Metoda de identificare a markerului virusului hepatitei virale C in sdngele uman include 3 etape care va contribui la
rezultatul obtinut.

I etapa: Prelucrarea primara a tuturor probelor de ser colectate de la pacienti predestinate pentru testare prin AIE pentru
identificarea markerului anti-VHC cu suspensie de bentonit in concentratie de 20% .

Conform algoritmului propus include urmatoarele proceduri tehnologice:

Prelucrarea serurilor umane colectate de la pacienti predestinati testarii prin AIE pentru evidentierea markerului anti-
HVC se realizeazd cu suspensie de bentonit in concentratie de 20,0% pentru absorbtie si inlaturarea inhibitorilor
nespecifici. Procedura de prelucrare include urmatoarele: produsul bentonit in concentratia nominalizata Se dilueaza cu
solutie fiziologica (1:3), dupd cum urmeaza, 100 pl ser se suplimenteaza cu 400 pl solutie fiziologica. Ulterior volume
identice (1:1) de suspensie de bentonit si ser diluat se introduc intr-o eprubetd, care se incubeaza la temperatura de
18...25°C, timp de 30 min, fiind amestecate periodic. Urmeaza centrifugarea (20 min, 3000,0 rot./min) dupa care serul
se aspira si se pastreaza la temperatura de +4°C.

IT etapa: Investigarea probelor de ser dupa prelucrare cu suspensie de bentonit in AIE intru evidentierea markerului anti-
HVC. Dupa prelucrarea probelor de ser cu suspensie de bentonit intru evitarea influentei inhibitorilor nespecifici si
excluderii aparitiei rezultatelor indeterminate (echivoce), specimenele se testeaza prin AIE cu produsele trusei de
diagnostic de laborator pentru hepatita virald C; DIA.PRO, Diagnostic Bioprobes, 20128 Milano-Italy, HCV Ab Third
generation Enzyme immunoassay for the determination of Hepatitis C Virus antibody in human serum and plasma.
Initial se monteaza numarul necesar de stripuri cu godeuri care sunt absorbite cu antigenul virusului VHC derivat din
proteine ,,core” si ,ns” ale virusului nominalizat in microplaca din trusa destinatd pentru realizarea AIE conform
instructiei trusei mentionate. Ulterior in godeurile stripurilor montate se picurd reagentii si probele investigate , cu
exceptia godeului blanc (A1), in altele 3 godeuri (B1, C1,D1) se picurd 200 ul control negativ care contine ser uman
negativ >0,050 DO 450 nm, godeurile (E1, F1) se completeaza cu 200 pl calibrator care contine ser bovin si ser uman
pozitiv >1,000 DO 450 nm. Ulterior in godeul G1 se picurda 200 pl control pozitiv <1,000 DO 450 nm, iar in godeurile
H1, A2,B2,C2,D2,E2,F2,G2,H2 se adauga 200 ul sample diluent (DILSPE), care contine 1% proteina serica, 10 nM
Na-citrat bufer pH 6,0+0,1, 0,5% Tvin 20, 0,09% Na-azida si 0,1 Katon GC. Apoi in aceste godeuri (H1,A2,
B2,C2,D2,E2,F2,G2,H2) se picura 10 pl de ser uman predestinat investigarii la care se adaugd 50 mcl DILAS, cu
exceptia godeului A1, unde se contine 10 nM de solutie Tris bufer cu pH 8,0+0,1,0,1 Katon GC.

Stripurile pregatite se sigileaza cu pelicula de polietilena si se incubeaza timp de 45 min, la temperatura de +37°C, apoi
se spala in regim automat de 5 ori prin livrarea si aspirarea a 300 ul per godeu cu solutie de 10 nM fosfat bufer pH
7,0£0,2, 0,05% Tvin si 0,05% Katon GC diluata si pregatita anterior (1:20).

Dupa aceasta procedura se adauga 100 ul emzima conjugata, cu exceptia godeului Al(blanc), care contine peroxidaza,
5% BSA, 10 nM Tris bufer pH 6,8+0,1,0,1% Katon si 0,02% sulfat de gentamicina. Stripurile pregatite si sigilate cu
pelicula de polietilend se incubeaza timp de 45 min, la temperatura de +37°C , apoi se spald in regim automat de 5 ori
prin livrare si aspirare a 300 pl per godeu cu solutie de 10 nM fosfat bufer pH 7,0+0,2, 0,05% Tvin si 0,05% Katon GC
diluata, pregatita anterior (1:20).

in continuare se adaugi cate 100 ul Cromogen/substrat, care contine 50 mM bufer citrat fosfat cu pH 3,5+3,8; 4%
dimetilsulfoxid; 0,03% tetra-metil-benzidin ori TMB si 0,02% peroxid de hidrogen in fiecare godeu cu incubarea in
continuare la temperatura de 20...25°C, timp de 15 min.

Reactia se stopeaza prin adaugarea a cate 100 pl de acid sulfuric 0,2 mol/l, apoi se determina valorile densitatii optice a
probelor prin metoda fotometrica la lungimea de unda de 450 nm, apoi se determina valoarea medie a densitatilor optice
a probelor de control negativ dupa formula: media densitatilor optice ale probelor de control negativ + 0,350, apoi se
determind raportul dintre valoarea medie a densitatii optice a serului pacientului(S) si valoarea medie a densitatilor
optice ale probelor de control negativ (Co).

III etapa: Evaluarea rezultatelor

In cazul in care raportul este de pani la 0,9 se considerd ci rezultatul este negativ, iar daci este mai mare de 1,1
rezultatul este pozitiv (Tab.1).

Tabelul 1

S/Co | Interpretare
0,9 Negativ

1,1 Pozitiv

Remarca: Metoda propusa exclude aparitia rezultatelor echivoce (0,9...1,1) care cer investigarea repetata a pacientilor
dupa 1...2 saptamani.

Pentru argumentarea celor expuse prezentam datele obtinute (Tab. 2) privind investigarea a 859 seruri sanguine,
recoltate de la pacientii din grupele cu risc sporit de infectare cu virusul hepatitei C de la 16 pana la 80 ani, din diferite
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teritorii administrative (Chisindu, Bali, Comrat) ale Republicii Moldova, inclusiv cu diagnosticul clinic prezumptiv de
hepatita virala C in baza acordului informat prin metoda-prototip si cea propusa intru identificarea markerului anti-
HVC.

Rezultatele investigatiilor la prezenta markerului anti-HVC prin tehnica (AIE) demonstreaza ca prin metoda prototip
markerul nominalizat a fost identificat in 40 (4,7%) cazuri, iar numarul probelor negative a constituit 790 (92,0%).
Rezultatele indeterminate (echivoce) au fost identificate in 29 (3,4%) cazuri. Un procent semnificativ (20,9%) de probe
pozitive la prezenta markerului anti-HVC a fost identificat in randul persoanelor utilizatoare de droguri intravenoase
care prezintd un contingent cu risc sporit de infectare cu virusul hepatitei virale C. De asemenea acest indicator, privind
incidenta infectarii cu HVC este mai sporit (4,2%) la lucratorii medicali comparativ cu populatia generala (1,5%).
Probele echivoce pentru lucritorii medicali, utilizatorii de droguri intravenoase si populatia generald au constituit
respectiv 1,9%, 16,4% si 2,9%. Incidenta probelor negative pentru grupele nominalizate au constituit respectiv 93,8%,
62,7% si 95,6%.

Identificarea markerului anti-HVC in probele de sdnge recoltate de la lucratorii medicali, utilizatorii de droguri
intravenoase si populatia generald prin metoda propusa, unde initial toate probele de ser destinate investigarii la
prezenta markerului nominalizat au fost prelucrate cu suspensie de bentonit au demonstrat absenta rezultatelor echivoce
(indeterminate). Concomitent s-au modificat rezultatele finale privind incidenta absentei markerului anti-HVC in
probele de sange colectate de la lucratorii medicali, utilizatorii de droguri intravenoase si populatia generala. Pentru
aceste contingente absenta markerului HVC a constituit respectiv 95,8%, 79,1% si 98,5%. La general investigarea
probelor de sdnge prin metoda propusd a demonstrat ca incidenta probelor pozitive a constituit 40 (4,7%), iar a celor
negative de 819 (95,3%).

in ansamblu datele obtinute demonstreazi ci metoda propusd din start elimini posibilitatea aparitiei rezultatelor
indeterminate (echivoce), sporind astfel eficacitatea testului, manifestata printr-0 crestere semnificativa a specificitatii si
investigarea repetatd a pacientilor in AIE dupa 1...2 saptamani cu toate consecintele: economie de timp, consumabile si
beneficiu pentru pacient.

Rezultatele identificarii si evaluarii markerului anti-HVC in serurile sanguine ale persoanelor cu risc sporit de infectare
si din populatia generala, inclusiv cu diagnostic clinic prezumptiv de hepatita virala C, obtinute prin metoda cunoscuta
si cea revendicata

Tabelul 2
Identificarea markerului anti-HVC
. Metoda cunoscuta Metoda propusa
Nr |Contingentul — - - — - -
dio | investigat Total pozitiv echivoc negativ pozitiv echivoc negativ
Abs. [M+m(%) | Abs. [M+m(%) | Abs. [M+m(%) | Abs. [M+m(%)| Abs. | Abs. [M+m(%)
1 Ia:‘ecéfgglrl' 520 | 22 | 42+09 | 10 | 19£0,6 | 488 |93.8+1.0| 22 | 42409 | 0 | 498 |95.840.9
Utilizatorii
2 | dedroguri 67 14 120,9+5,0| 11 |16,4+4,5| 42 |62,7£5,9| 14 |20,9+5,0 0 53 [79,1+5,0
ilv
g | Populatia 500 |4 | 15507 | 8 | 2910 | 260 [956+12| 4 | 1,5:0,7| 0 | 268 |98,5:0,7
generala
Total 859 | 40 | 4,7+0,7 | 29 | 3,4+0,6 | 790 | 92,040,9| 40 | 4,7+0,7 | 0 | 819 |95,3+0,7




