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Invenţia se referă la medicină, în special la o metodă de identificare a markerului anti-HVC în serul sangvin uman. 

Hepatita virală cu virusul C constituie o problemă majoră de sănătate publică cu impact social şi economic. În întreaga 

lume, circa 200 milioane de persoane, aproximativ 3% din populaţia mondială sunt infectate cu virusul hepatic C 

(HVC), iar 34 milioane reprezintă cazuri noi înregistrate anual în lume. Incidenţa infecţiei simptomatice noi cu 

virusul hepatic C a fost estimată la 13 cazuri la 100.000 persoane anual. Evident, incidenţa reală a infecţiei  cu HVC 

este mult mai mare urmare a ponderii înalte de cazuri asimptomatice. S-a constatat că la 80% din cei care au contact 

HVC, maladia evaluează în formă asimptomatică, amanifestă. Practic din 100 de persoane, care au contractat virusul 

HVC, forma acută se manifestă numai în 20% din cazuri. Progresele înregistrate în studierea hepatitei virale C au fost 

axate atât pe studierea particularităţilor clinice, de tratament, în special a formelor cronice, cât şi pe perfectarea 

diagnosticului paraclinic (de laborator), luând în consideraţie faptul că actual nu dispunem de vaccin contra hepatitei 

virale C. Totuşi tratamentul de ultima generaţie în 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 necătând la acele progrese obţinute în combaterea hepatitelor virale, inclusiv şi a hepatitei cu HVC, 

Republica Moldova ca ţara cu endemicitate medie se confruntă cu probleme privind realizarea măsurilor de control şi 

răspuns la HVC, inclusiv a diagnosticului de laborator (C. Spînu, T. Holban, V. Guriev, Ig. Spînu. Hepatitele virale şi 

HIV (aspectele etiologice, epidemiologice, clinice, diagnostic de laborator, tratament şi profilaxie), Chişinău, 2013, 

Tipografia ASM, 296 p.;  V. Pântea, C. Spînu, L. Cojuhari, V. Cebotărescu Hepatita C acută. Particularităţile clinice, 

epidemiologice, imunologice şi de tratament la persoanele de vârstă tânără şi medie, Chişinău, 2009, Tipografia Sirius, 

108 p.).  

Diagnosticul serologic utilizat în serviciul de transfuzii de sânge (donori) în calitate de screening sau pentru confirmarea 

diagnosticului clinic presupune utilizarea testelor de analiză imunoenzimatică (AIE) de generaţia a treia, care pot 

identifica mai mult de 95% din infecţiile cronice şi 5070% din infecţiile acute cu HVC. Investigaţiile privind 

identificarea markerului anti-HVC (una din componentele de bază a diagnosticului clinic în probele de sânge, recoltate 

de la bolnavi cu diagnosticul clinic prezumptiv de hepatita virală C) se realizează prin AIE pe suport solid, utilizând 

kiturile de reactivi ai companiei DIA.PRO (Italia). Complexul imun format din conjugatul legat se vizualizează la 

adăugarea substratului/cromogen (tetrametilbenzidină) care dă un produs de culoare galbenă. Intensitatea produsului 

obţinut este proporţională cu cantitatea de anticorpi specifici  anti-HVC în proba de sânge examinată. Pentru stoparea 

reacţiei enzimatice se utilizează stop-reagentul (mai frecvent acidul sulfuric). Detecţia se efectuează fotometric la 

lungimea de undă 450620 nm în dependenţă de filtru utilizat. 

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

următoarele etape: 

1. Formarea complexului imunologic, urmare a reacţiei imunologice prin suplimentarea cu reagenţi, unde unul conţine 

markerul enzimatic  

2. Stoparea fazei solide pentru îndepărtarea componentelor nespecifice  

3. Suplimentarea reacţiei enzimatice prin adăugarea soluţiei cromogen/substrat şi stoparea reacţiei cu stop-reagent 

4. Analiza rezultatelor 

5. Evaluarea cu interpretarea rezultatelor obţinute 

6. Examinarea repetată în AIE a probelor de sânge care au demonstrat rezultate echivoce de la bolnavi peste 12 

săptămâni [1]. 

Dezavantajele procedurii existente: unele probe de sânge (ser) recoltate de pacienţii cu diagnosticul clinic prezumptiv 

de hepatită virală şi examinate prin analiza AIE demonstrează rezultate echivoce (invalide) urmare a prezenţei în seruri 

a diferitor factori inhibitori nespecifici care influenţează rezultatele finale ale reacţiei de identificare a markerului anti-

HVC în specimenele investigate. Urmare acestui fenomen pacienţii care au demonstrat rezultate echivoce cer a fi 

investigaţi repetat în AIE peste 12 săptămâni. Aceste circumstanţe fac dificil interpretarea rezultatelor finale, 

influenţează negativ asupra specificităţii şi sensibilităţii testului, concomitent cauzând incomodităţi pentru pacienţi pe 

parcursul realizării managementului diagnosticului de laborator. 

Problema pe care o rezolvă invenţia: elaborarea unei metode de investigare a probelor de sânge (ser) uman la prezenţa 

markerului hepatitei virale C, anti-HVC evidenţiat prin analiza imunoenzimatică (AIE). Soluţia propusă  se reduce la 

următoarele: iniţial toate specimenele recoltate de la pacienţi cu diagnosticul clinic prezumptiv de hepatită virală iniţial 

se prelucrează cu suspensie de bentonit pentru înlăturarea inhibitorilor nespecifici cu examinarea ulterioară în testul 

AIE. 

Esenţa invenţiei constă în aceea că probele de ser sangvin pentru examinare se prelucrează cu suspensie de bentonit de 

20% în raport de 1:1, apoi serul sangvin se examinează în testul imunoenzimatic cu utilizarea microplăcii adsorbite cu 

AgHVC şi se determină valorile densităţii optice a probelor prin metoda fotometrică la lungimea de undă de 450 nm, 

apoi se determină valoarea medie a densităţilor optice a probelor de control negativ după formula: media densităţilor 

optice ale probelor de control negativ + 0,350, apoi se determină raportul dintre valoarea medie a densităţii optice a 

serului pacientului şi valoarea medie a densităţilor optice ale probelor de control negativ şi, în cazul în care raportul este 

de până la 0,9 se consideră că rezultatul este negativ, iar dacă este mai mare de 1,1 rezultatul este pozitiv. 

Înregistrarea serurilor prin AIE întru identificarea markerului anti-HVC s-a realizat cu produsul companiei DIA.PRO, 

Milano-Italy (96 determinations). 

Metoda propusă include următoarele etape: 
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1. Prelucrarea primară a tuturor probelor de ser colectate de la pacienţi predestinate pentru testare prin AIE întru 

identificarea markerului anti-VHC cu suspensie de bentonit în concentraţie de 20%. 

2. Investigarea probelor de ser după prelucrare cu suspensie de bentonit în AIE pentru evidenţierea markerului anti-

HVC  

3. Interpretarea rezultatelor 

Rezultatul invenţiei constă în excluderea rezultatelor echivoce, care cer investigarea repetată a pacienţilor după 12 

săptămâni cu cheltuieli suplimentare şi durata îndelungată pentru stabilirea diagnosticului  pozitiv. 

Metodă de identificare a markerului virusului hepatitei virale C în sângele uman include 3 etape care va contribui la 

rezultatul obţinut. 

I etapă: Prelucrarea primară a tuturor probelor de ser colectate de la pacienţi predestinate pentru testare prin AIE pentru 

identificarea markerului anti-VHC cu suspensie de bentonit în concentraţie de 20% . 

Conform algoritmului propus include următoarele proceduri tehnologice: 

Prelucrarea serurilor umane colectate de la pacienţi predestinaţi testării prin AIE pentru evidenţierea markerului anti-

HVC se realizează cu suspensie de bentonit în concentraţie de 20,0% pentru absorbţie şi înlăturarea inhibitorilor 

nespecifici. Procedura de prelucrare include următoarele: produsul bentonit în concentraţia nominalizată se diluează cu 

soluţie fiziologică (1:3), după cum urmează, 100 µl ser se suplimentează cu 400 µl soluţie fiziologică. Ulterior volume 

identice (1:1) de suspensie de bentonit şi ser diluat se introduc într-o eprubetă, care se incubează la temperatura de 

1825ºC, timp de 30 min, fiind amestecate periodic. Urmează centrifugarea (20 min, 3000,0 rot./min) după care serul 

se aspiră şi se păstrează la temperatura de +4ºC. 

II etapă: Investigarea probelor de ser după prelucrare cu suspensie de bentonit în AIE întru evidenţierea markerului anti-

HVC. După prelucrarea probelor de ser cu suspensie de bentonit întru evitarea influenţei inhibitorilor nespecifici şi 

excluderii apariţiei rezultatelor indeterminate (echivoce), specimenele se testează prin AIE cu produsele trusei de 

diagnostic de laborator pentru hepatita virală 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. 

Iniţial se montează numărul necesar de stripuri cu godeuri care sunt absorbite cu antigenul virusului VHC derivat din 

proteine „core” şi „ns” ale virusului nominalizat în microplaca din trusa destinată pentru realizarea AIE conform 

instrucţiei trusei menţionate. Ulterior în godeurile stripurilor montate se picură reagenţii şi probele investigate , cu 

excepţia godeului blanc (A1), în altele 3 godeuri  (B1, C1,D1)  se picură 200 µl control negativ care conţine ser uman 

negativ >0,050 DO 450 nm, godeurile   (E1, F1) se completează cu  200 µl calibrator care conţine ser bovin şi ser uman 

pozitiv >1,000 DO 450 nm. Ulterior în godeul G1  se picură 200 µl control pozitiv  <1,000 DO 450 nm, iar în godeurile 

H1, A2,B2,C2,D2,E2,F2,G2,H2  se adăugă 200 µl sample diluent (DILSPE), care conţine 1%  proteină serică, 10 nM 

Na-citrat  bufer  pH 6,0±0,1, 0,5% Tvin 20, 0,09% Na-azidă şi 0,1 Katon GC. Apoi în aceste godeuri (H1,A2, 

B2,C2,D2,E2,F2,G2,H2) se picură 10 µl de ser uman predestinat  investigării la care se adaugă 50 mcl DILAS, cu 

excepţia godeului A1, unde se conţine 10 nM de soluţie Tris bufer cu pH 8,0±0,1,0,1 Katon GC. 

Stripurile pregătite se sigilează cu pelicula de polietilenă  şi se incubează timp de 45 min, la temperatura de +37°C, apoi 

se spală în regim automat de 5 ori prin livrarea şi aspirarea a 300 µl per godeu cu soluţie de 10 nM fosfat bufer pH 

7,0±0,2, 0,05% Tvin şi 0,05% Katon GC diluată şi pregătită anterior (1˸20). 

După această procedură se adaugă 100 µl emzimă conjugată, cu excepţia godeului A1(blanc), care conţine peroxidaza, 

5% BSA, 10 nM Tris bufer pH 6,8±0,1,0,1% Katon şi 0,02%  sulfat de gentamicină. Stripurile pregătite şi sigilate cu 

pelicula de polietilenă se incubează timp de 45 min, la temperatura de +37C , apoi se spală în regim automat de 5 ori 

prin livrare şi aspirare a 300 µl per godeu cu soluţie de 10 nM  fosfat bufer pH 7,0±0,2, 0,05% Tvin şi 0,05% Katon GC 

diluată, pregătită anterior (1˸20). 

În continuare se adaugă câte 100 µl Cromogen/substrat, care conţine 50 mM bufer citrat fosfat cu pH 3,5±3,8;  4% 

dimetilsulfoxid; 0,03% tetra-metil-benzidin ori TMB şi 0,02%  peroxid de hidrogen în fiecare godeu cu incubarea în 

continuare la temperatura de 2025C, timp de 15 min.  

Reacţia se stopează prin adăugarea a câte 100 µl de acid sulfuric 0,2 mol/l, apoi se determină valorile densităţii optice a 

probelor prin metoda fotometrică la lungimea de undă de 450 nm, apoi se determină valoarea medie a densităţilor optice 

a probelor de control negativ după formula: media densităţilor optice ale probelor de control negativ + 0,350, apoi se 

determină raportul dintre valoarea medie a densităţii optice a serului pacientului(S) şi valoarea medie a densităţilor 

optice ale probelor de control negativ (Co).  

III etapă: Evaluarea rezultatelor 

În cazul în care raportul este de până la 0,9 se consideră că rezultatul este negativ, iar dacă este mai mare de 1,1 

rezultatul este pozitiv (Tab.1). 

Tabelul 1 

S/Co Interpretare 

0,9 Negativ 

1,1 Pozitiv 

 

Remarcă: Metoda propusă exclude apariţia rezultatelor echivoce (0,91,1) care cer investigarea repetată a pacienţilor 

după 12 săptămâni. 

Pentru argumentarea celor expuse prezentăm datele obţinute (Tab. 2) privind investigarea a 859 seruri sanguine, 

recoltate de la pacienţii din grupele cu risc sporit de infectare cu virusul hepatitei C de la 16 până la 80 ani, din diferite 
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teritorii administrative (Chişinău, Bălţi, Comrat) ale Republicii Moldova, inclusiv cu diagnosticul clinic prezumptiv de 

hepatita virală C în baza acordului informat prin metoda-prototip şi cea propusă întru identificarea markerului anti-

HVC. 

Rezultatele investigaţiilor la prezenţa markerului anti-HVC  prin tehnica (AIE) demonstrează că prin metoda prototip 

markerul nominalizat a fost identificat în 40 (4,7%) cazuri, iar numărul probelor negative a constituit 790 (92,0%). 

Rezultatele indeterminate (echivoce) au fost identificate în 29 (3,4%) cazuri. Un procent semnificativ (20,9%) de probe 

pozitive la prezenţa markerului anti-HVC a fost identificat în rândul persoanelor utilizatoare de droguri intravenoase 

care prezintă un contingent cu risc sporit de infectare cu virusul hepatitei virale C. De asemenea acest indicator, privind 

incidenţa infectării cu HVC este mai sporit (4,2%) la lucrătorii medicali comparativ cu populaţia generală (1,5%). 

Probele echivoce pentru lucrătorii medicali, utilizatorii de droguri intravenoase şi populaţia generală au constituit 

respectiv 1,9%, 16,4% şi 2,9%. Incidenţa probelor negative pentru grupele nominalizate au constituit respectiv 93,8%, 

62,7% şi 95,6%. 

Identificarea markerului anti-HVC în probele de sânge recoltate de la lucrătorii medicali, utilizatorii de droguri 

intravenoase şi populaţia generală prin metoda propusă, unde iniţial toate probele de ser destinate investigării la 

prezenţa markerului nominalizat au fost prelucrate cu suspensie de bentonit au demonstrat absenţa rezultatelor echivoce 

(indeterminate). Concomitent s-au modificat rezultatele finale privind incidenţa absenţei markerului anti-HVC în 

probele de sânge colectate de la lucrătorii medicali, utilizatorii de droguri intravenoase şi populaţia generală. Pentru 

aceste contingente absenţa markerului HVC a constituit respectiv 95,8%, 79,1% şi 98,5%. La general investigarea 

probelor de sânge prin metoda propusă a demonstrat că incidenţa probelor pozitive a constituit 40 (4,7%), iar a celor 

negative de 819 (95,3%). 

În ansamblu datele obţinute demonstrează că metoda propusă din start elimină posibilitatea apariţiei rezultatelor 

indeterminate (echivoce), sporind astfel eficacitatea testului, manifestată printr-o creştere semnificativă a specificităţii şi 

sensibilităţii testului. Concomitent menţionăm că procedura propusă de identificare a markerului anti-HVC exclude 

investigarea repetată a pacienţilor în AIE după 12 săptămâni cu toate  consecinţele: economie de timp, consumabile şi 

beneficiu pentru pacient. 

Rezultatele identificării şi evaluării markerului anti-HVC în serurile sanguine ale persoanelor cu risc sporit de infectare 

şi din populaţia generală, inclusiv cu diagnostic clinic prezumptiv  de hepatită virală C, obţinute prin metoda cunoscută 

şi cea revendicată 

Tabelul 2 

 

Nr 

d/o 

 

Contingentul 

investigat 

 

Total 

Identificarea  markerului anti-HVC 

Metoda cunoscută Metoda propusă 

pozitiv echivoc negativ pozitiv echivoc negativ 

Abs. M±m(%) Abs. M±m(%) Abs. M±m(%) Abs. M±m(%) Abs. Abs. M±m(%) 

1 
Lucrători 

medicali 
520 22 4,2±0,9 10 1,9±0,6 488 93,8±1,0 22 4,2±0,9 0 498 95,8±0,9 

2 

Utilizatorii 

de droguri 

i/v 

67 14 20,9±5,0 11 16,4±4,5 42 62,7±5,9 14 20,9±5,0 0 53 79,1±5,0 

3 
Populaţia 

generală 
272 4 1,5±0,7 8 2,9±1,0 260 95,6±1,2 4 1,5±0,7 0 268 98,5±0,7 

 Total 859 40 4,7±0,7 29 3,4±0,6 790 92,0±0,9 40 4,7±0,7 0 819 95,3±0,7 

 


