
s 2019 0049 1 of 2 

 

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

Se cunoaşte că hepatita virală B reprezintă una din cele mai răspândite maladii infecţioase de pe glob. Conform 

estimărilor Organizaţiei Mondiale a Sănătăţii 2 miliarde din populaţia globului au contractat infecţia cu virusul hepatitei 

virale B, dintre care  250 milioane de persoane sunt infectate cronic şi prezintă o sursă potenţială de infecţie pentru 

restul populaţiei. 

Republica Moldova este situată în regiunea cu endemicitate medie (frecvenţa decelării AgHBs variază în jur de 2...7%, 

riscul de infectare pe parcursul vieţii este de 20...60% pentru toate grupele de populaţie) (Constantin Spînu, Petru 

Iarovoi, Tiberiu Holban, Lilia Cojuhari. Hepatită virală B, Chişinău, 2008, p. 4, 32-36). 

Pentru confirmarea diagnosticului în majoritatea cazurilor este necesar de efectuat 2 sau mai multe metode de 

diagnostic (A. Calancea, S. Caragia, R. Cojocaru, M.Isac et al. Diagnosticul de laborator al hepatitelor  virale B, C şi D. 

Instrucţiuni metodice, Chişinău 2008, pag. 80-85). 

Pentru depistarea agenţilor cauzali ai hepatitei virale B se utilizează metode serologice, inclusiv reacţia 

imunoenzimatică (ELISA). Principiul metodei ELISA este  bazat  pe reacţia imunologică, cunoscută ca reacţia  

“antigen-anticorp”; pe un suport, care se numeşte   “faza solidă” este absorbit, un anticorp cunoscut (anti-HBs). 

Investigaţiile la prezenţa AgHBs în serul (plasma) pacientului se efectuează prin metoda imunoenzimatică ELISA, care 

decurge în câteva etape conform instrucţiunior metodice ataşate truselor comerciale: 

- formarea complexului imunochimic prin adăugarea markerului enzimatic; 

- spălarea fazei solide pentru îndepărtarea componentelor nespecifice; 

- adăugarea soluţiei cromogen/substrat şi stoparea reacţiei; 

- citirea rezultatelor şi interpretarea lor [1]. 

Dezavantajele metodei constau în sensibilitatea şi specificitatea joasă în comparaţie cu reacţia de polimerizare în lanţ 

(PCR), imunoblot, RIA, care cer resurse financiare suplimentare, urmarea apariţiei rezultatelor neclare, dependenţa 

reacţiei enzimatice de factorii fizico-chimici (temperatura, umiditatea, pH, calitatea apei, lumina ş. a.). 

În scopul sporirii eficacităţii testului se propune o metodă de realizare a testului prin  prelucrarea suplimentară  primară 

a probelor destinate testării  cu un amestec de suspensii de bentonit şi caolin de 20%, luate în raport de 1:1,  pentru 

înlăturarea  inhibitorilor nespecifici din serul investigat al pacienţilor. 

Problema pe care o rezolvă invenţia constă în elaborarea unei metode de  investigare a probelor de ser (plasmă) a 

pacienţilor la prezenţa markerului AgHBs prin prelucrarea primară a mostrelor cu un amestec de suspensii de bentonit şi 

caolin de 20% pentru înlăturarea inhibitorilor nespecifici (cauza apariţiei rezultatelor neclare) din serul cercetat cu 

realizarea  în continuare a investigaţiilor prin analiza imunoenzimatică. 

Esenţa invenţiei constă în aceea că probele de ser sangvin pentru examinare se prelucrează cu un amestec de suspensii 

de bentonit şi caolin de 20%, luate în raport de 1:1, apoi serul sangvin se examinează în testul imunoenzimatic cu 

utilizarea microplăcii adsorbite cu AgHBs şi se determină valorile densităţilor optice ale probelor prin metoda 

fotometrică la lungimea de undă de 450...620 nm, apoi se determină valoarea medie a densităţilor optice ale probelor de 

control negativ după formula: media densităţilor optice ale probelor de control negativ + 0,050, apoi se determină 

raportul dintre valoarea medie a densităţilor optice ale 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. 

Rezultatul obţinut constă  în identificarea şi confirmarea simultană a markerului AgHBs prin prelucrarea primară a 

probelor de ser (plasmă) recoltate de la pacienţi cu un amestec de suspensii de bentonit şi caolin, care face posibil 

realizarea investigaţiilor prin metoda imunoenzimatică cu obţinerea rezultatelor finale în timp de 3,5 ore de la montarea 

testului, cu excluderea rezultatelor neclare. 

Avantajele metodei constau în aceea că tehnologia propusă de identificare şi confirmare a markerului (AgHBs) 

virusului hepatitei virale B conduce la reducerea esenţială a timpului de investigare de la circa 7 ore la 3,5 ore, urmare a 

decăderii necesităţii de aplicare a testului pentru confirmare, în special dictat de  rezultatele neclare. Concomitent 

suplimentarea  tehnologiei de identificare a markerului AgHBs cu etapa de prelucrare a serurilor cu amestecul de 

suspensii de bentonit şi caolin duce la sporirea eficacităţii testului: specificităţii şi sensibilităţii metodei propuse 

comparativ cu metoda cunoscută. Absenţa necesităţii în investigarea probelor neclare în testul de confirmare cu 

consumabilele respective indică prezenţa aspectului economic al metodei propuse. Este necesar de menţionat că 

valorificarea metodei propuse  practic la toate nivelele de asistenţă medicală nu cere echipament suplimentar 

(sofisticat), care este un factor important pentru implementare în laboratoarele instituţiilor medicale, ceea ce 

demonstrează accesibilitatea extinsă pentru instituţiile medicale a metodei revendicate. 

Exemplu de realizare a invenţiei: iniţial toate serurile pacienţilor se prelucrează cu amestecul de suspensii de bentonit şi 

caolin de 20%, luate în raport de 1:1. Absorbţia inhibitorilor nespecifici din serul uman se realizează prin utilizarea 

amestecului de minerale caolin, care conţine lut alb, oxid de siliciu, aluminiu şi apă (Al2O3·2SiO2·2H2O) şi bentonit 

(Al2[Si4O10](OH)2nH2O). La amestecul compus din 5,0 mg caolin + 5,0 mg bentonit în eprubeta se adăugă 19,0 ml de 

soluţie fiziologică (1:20), apoi timp de 10 min la temperatura +18...+24ºC suspensia se amestecă la aparatul centrifuga-

vortex, apoi urmează centrifugarea la 5000 rot/min, timp 15 min. În continuare  la 100 µl ser cercetat se adăugă  400 µl 

de soluţie fiziologică. Apoi în eprubete  se adăugă câte 500 µl de amestec de suspensii de  bentonit şi caolin şi 500 µl de 

ser cercetat diluat.  Urmează centrifugarea amestecului la  5 000 rot/min, timp 15 min. Supernatantul obţinut se 

foloseşte pentru investigarea în reacţia imunoenzimatică cu utilizarea test-sistemului comerciale a companiei Dia. Pro, 

Milano-Italy (96 investigaţii). 

În continuare urmează utilizarea a unui strip cu godeuri în care se picură reagenţi  în godeul A1 se picură 150 µl 

control negativ, care conţine ser negativ (absenţa markerului AgHBs), iar în godeul B1 se adaugă 150 µl control pozitiv, 
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care conţine ser pozitiv (prezenţa markerului AgHBs), apoi în godeurile C1,D1,E1,F1,G1,H1 se pipetează serurile 

prelucrate cu amestec de suspensii  de bentonit şi caolin  de 20%, luate în raport de 1:1. În  continuare în toate godeurile 

se pipetează 100 µl conjugat diluat (1:20), care conţine  reagent concentrat,  peroxidază din hrean şi conjugat diluat, 

care conţine 10 nM Tris bufer, pH 6,8±0,1, după care se sigilează cu peliculă de polistiren şi se incubează la 

temperatura +37ºC, timp de 120 min; ulterior  toate godeurile se prelucrează de  5 ori cu soluţie tampon de spălare, care 

conţine 10 nM fosfat bufer pH 7,0±10,2 Tvin 20 diluat cu apa distilată (1:20). Apoi în toate godeurile se pipetează câte 

200 µl cromogen/substrat, care conţine 50 nM citrat fosfat bufer pH 3,5±3,8, dimetil sulfoxid de 4%, tetra-metil-

benzidină de  0,03%  (TMB) şi peroxid de hidrogen  de 0,02% (H202) şi se incubează la temperatura +18...+24ºC, timp 

de 30 min, după care reacţia se stopează prin adăugarea a câte 100 µl de acid sulfuric de 0,3M. Apoi se determină 

valoarea medie a densităţilor optice ale probelor de control negativ după formula: media densităţilor optice ale probelor 

de control negativ + 0,050, apoi se determină raportul dintre valoarea medie a densităţilor optice ale 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. 

Pentru argumentarea  celor expuse prezentăm datele obţinute  (tabel) privind investigarea a 885 seruri sangvine 

colectate de la pacienţii din grupele de populaţie cu risc sporit de infectare cu virusul hepatitei virale B la markerul 

AgHBs în baza acordului informat a contingentelor de vârstă de la 18 până la 70 ani din diferite teritorii administrative 

(Chişinău, Bălţi, Comrat, Vulcaneşti) prin metoda cunoscută şi cea revendicată. 

Rezultatele investigaţiilor la prezenţa markerului AgHBs prin metoda imunoenzimatică ELISA demonstrează că prin 

metoda cunoscută  markerul nominalizat a fost identificat în 41 de  cazuri (4,6±0,7%), iar numărul probelor negative a 

constituit 823 (93,0±0,9%). Rezultatele neclare au fost identificate în 21 de cazuri (2,4±0,5%). Un procent (8,9±3,2%) 

semnificativ la prezenţa markerului AgHBs a fost identificat în rândul utilizatorilor de droguri inravenoase, care 

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

prevalenţa infectării cu markerul AgHBs a fost mai sporit la lucrătorii medicali (6,0±1,5%) comparativ  cu populaţia 

generală (2,5±1,2%). La lucrătorii medicali incidenţa probelor neclare a constituit 3,2±1,1%, pacienţii hemodializaţi - 

3,9±1,8%, donatorii primari de sânge  1,0±0,6%, iar la persoane din populaţia generală  1,9±1,1%. Prevalenţa 

probelor negative la contingentele examinate, inclusiv la utilizatorii de droguri intravenoase, au constituit 90,8±1,8%, 

90,4±3,0%, 86,1±3,9%, 95,7±1,6% respectiv.  Rezultatele obţinute, iniţial apreciate ca neclare au fost investigate 

suplimentar prin testul de confirmare, unde ulterior au fost apreciate ca negative (HBsAg Confirmator One Ultra 

Dia.Pro Diagnostic Bioprobes S.R.L. VIA GIOSUE' CARDUCCI 27 20099 SESTO SAN GIOVANNI (MI) Italy, Lot 

C4T4/8). 

Identificarea markerului AgHBs în probele de sânge recoltate de la persoanele din grupele de risc de infectare, unde 

iniţial toate probele de ser destinate investigării la prezenţa markerului nominalizat a fost prelucrate cu amestecul de 

suspensii de caolin şi bentonit  au demonstrat absenţa rezultatelor neclare. Rezultatele investigaţiilor  a 21 probe neclare 

au demonstrat că   toate (0,9±1,1%) au fost negative. După modificarea rezultatelor finale privind prevalenţa markerului 

AgHBs prin metoda propusă s-a demonstrat că prevalenţa probelor pozitive a constituit 41 (4,6±0,7%), iar probele 

negative 844 (95,4±0,7%). 

În ansamblu, datele obţinute demonstrează că metoda revendicată elimină posibilitatea apariţiei rezultatelor neclare. 

Astfel metoda revendicată sporeşte eficacitatea testului, manifestată prin creştere semnificativă a specificităţii şi 

sensibilităţii testului până la 100%. Concomitent, menţionăm că metoda propusă de identificare a markerului AgHBs 

exclude utilizarea testului de confirmare pentru probele neclare şi investigarea repetată a pacienţilor după 1...2 

săptămâni cu toate consecinţele: economie de timp, consumabile şi beneficii pentru pacient. 

Rezultatele identificării şi evaluării markerului AgHBs în serurile sangvine ale persoanelor cu risc sporit de identificare 

şi din populaţia generală  

Tabel 

Nr 

d/o 

Contingentul 

investigat 
Total 

Identificarea  markerului AgHBs 

Metoda cunoscută Metoda propusă 

pozitiv neclar negativ pozitiv neclar negativ 

abs M±m(%) abs M±m(%) abs M±m(%) abs M±m(%) abs abs M±m(%) 

1 
Pacienţii 

hemodializaţi 
94 6 6,4±2,5 3 3,2±1,8 85 90,4±3,0 6 6,4±1,5 0 88 93,6±2,5 

2 
Lucrătorii 

medicali 
250 15 6,0±1,5 8 3,2±1,1 227 90,8±1,8 15 6,0±1,5 0 235 94,0±1,5 

3 

Donatorii 

primari de 

sânge 

301 7 2,3±0,9 3 1,0±0,6 291 96,7±1,0 7 2,3±0,9 0 294 97,7±0,9 

4 

Utilizatorii de 

droguri 

intravenoase 

79 7 8,9±3,2 4 5,1±2,5 68 86,1±3,9 7 8,9±3,2 0 72 91,1±3,2 

5 

 

Persoane din 

populaţia 

generală 

161 4 2,5±1,2 3 1,9±1,1 154 95,7±1,6 4 2,4±1,2 0 157 97,5±1,2 

 Total 885 41 4,6±0,7 21 2,4±0,5 823 93,0±0,9 41 4,6±0,7 0 844 95,4±0,7 

 


