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(54) Metoda de identificare a markerului AgHBs in serul sangvin uman

(57) Rezumat:
1

Inventia se refera la medicina, in special la
o metoda de identificare a markerului AgHBs
in serul sangvin uman.

Esenta inventiei consta in aceea ca probele
de ser sangvin pentru examinare se prelucreaza
cu un amestec de suspensii de bentonit si
caolin de 20%, luate in raport de 1:1, apoi serul
sangvin se examineaza in testul
imunoenzimatic cu utilizarea microplacii
adsorbite cu AgHBs si se determina valorile
densitatilor optice ale probelor prin metoda
fotometrica la lungimea de undd de 450...620

2
nm, apoi se determind valoarea medie a
densitatilor optice ale probelor de control
negativ dupd formula: media densitatilor optice
ale probelor de control negativ + 0,050, apoi se
determind raportul dintre valoarea medie a
densitatilor optice ale 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 considerd ca
rezultatul este negativ, iar daca este mai mare
de 1,1 rezultatul este pozitiv.
Revendicari: 1



(54) Method for identification of AgHBs marker in human serum

(57) Abstract:
1

The invention relates to medicine, in
particular to a method for identification of
AgHBs marker in human serum.

Summary of the invention consists in that
blood serum samples for examination are
treated with a 20% mixture of bentonite and
kaolin suspensions, taken in a ratio of 1:1, then
the blood serum is examined in the
immunoenzyme test using a microplate
adsorbed with AgHBs and are determined the
optical density values of the samples by the
photometric method at a wavelength of 450-

2
620 nm, then is determined the average optical
densities of the negative control samples
according to the formula: average of the
optical densities of the negative control
samples + 0.050, then is determined the ratio
of the average optical densities of the patient
serum and the average optical densities of the
negative control samples, and if the ratio is up
to 0.9 it is considered that the result is
negative, and if greater than 1,1 — the result is
positive.
Claims: 1

(54) MeTon naentupukanun mapkepa AgHBs B cbIBOpOTKe KPOBH 4eJI0BeKa

(57) Pedepar:

W3o0perenrie OTHOCHUTCS K MEAMIMHE, B
YaCTHOCTH K METOAY HAECHTH(UKAIIMK MapKepa
AgHBs B CBIBOPOTKE KPOBH YETIOBEKA.

CymHocTs M300pETeHUs] COCTOMT B TOM,
4r0  MpoOBl  CBHIBOPOTKM  KPOBU IS
HCCIICTOBAHUS 00pabaThIBAIOT 20%-oi
CMECBIO CyCIleH3MH OEHTOHWTa W KaoJHHa,
B3ATbIE MpHU cooTHomeHun 1:1, 3aTem
CBIBOPOTKY KpOBHU UCCIIEIYIOT B
NMMYHO(EPMEHTHOM TECTE C MCHOJIb30BAHUEM
MUKpOIUTaHIera ajacopoupoBaHHeiM AgHBs
W ONpedesslIoT  3HAYEHUs  ONTHYECKUX
TUIOTHOCTEH P00 (POTOMETPUIECKUM METOIOM
npu jiuuHe BonHbel 450...620 HM, 3aTeM

2
OIIPEJIENSAIOT CpeaHee 3HaYeHWE ONTHYECKUX
TUIOTHOCTEH MpOO OTPUIATEILHOTO KOHTPOJIS
o ¢dopmyme: cpenHsis OIITHYECKUX
TUIOTHOCTEH MpOO OTPUIATEILHOTO KOHTPOJIS
+ 0,050, 3atemM oOnNpeneNnsiOT COOTHOIIEHHE
Cpe/IHer0 3HAYEHMs] ONTHUYECKHX IUIOTHOCTEH
CBIBOPOTKH TAI[MEHTa M CPEJHEr0 3HAYEHHs
OIITHYECKUX IUIOTHOCTEH po0
OTPHUIIATENIFHOTO KOHTPOJIS W B Cllydae, eciu
cootHonreHue cocrasiser g0 0,9, cumraercs,
YTO pe3yJabTaT OTPHUIATENBHBIA, a eciH
6ombie 1,1 — pe3ysbpTaT MONOKUTEIHHBIN.
I1. opmymsr: 1
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Descriere:

Inventia se referd la medicina, in special la o metodd de identificare a markerului
AgHBs in serul sangvin uman.

Se cunoaste cd hepatita virala B reprezintd una din cele mai raspandite maladii
infectioase de pe glob. Conform estimarilor Organizatiei Mondiale a Sanatatii 2 miliarde
din populatia globului au contractat infectia cu virusul hepatitei virale B, dintre care 250
milioane de persoane sunt infectate cronic si prezintd o sursa potentiala de infectie pentru
restul populatiei.

Republica Moldova este situata in regiunea cu endemicitate medie (frecventa decelarii
AgHBs variaza in jur de 2...7%, riscul de infectare pe parcursul vietii este de 20...60%
pentru toate grupele de populatie) (Constantin Spinu, Petru Iarovoi, Tiberiu Holban, Lilia
Cojuhari. Hepatita virala B, Chigindu, 2008, p. 4, 32-36).

Pentru confirmarea diagnosticului in 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 si D. Instructiuni metodice, Chisinau
2008, pag. 80-85).

Pentru depistarea agentilor cauzali ai hepatitei virale B se utilizeaza metode serologice,
inclusiv reactia imunoenzimatica (ELISA). Principiul metodei ELISA este bazat pe reactia
imunologica, cunoscuta ca reactia “antigen-anticorp”; pe un suport, care se numeste “faza
solidd” este absorbit, un anticorp cunoscut (anti-HBs). Investigatiile la prezenta AgHBs in
serul (plasma) pacientului se efectueaza prin metoda imunoenzimatica ELISA, care decurge
in cateva etape conform instructiunior metodice atasate truselor comerciale:

- formarea complexului imunochimic prin addugarea markerului enzimatic;
- spalarea fazei solide pentru indepartarea componentelor nespecifice;

- adaugarea solutiei cromogen/substrat si stoparea reactiei;

- citirea rezultatelor si interpretarea lor [1].

Dezavantajele metodei constau in sensibilitatea si specificitatea joasd in comparatie cu
reactia de polimerizare in lant (PCR), imunoblot, RIA, care cer resurse financiare
suplimentare, urmarea aparitiei rezultatelor neclare, dependenta reactiei enzimatice de
factorii fizico-chimici (temperatura, umiditatea, pH, calitatea apei, lumina . a.).

in scopul sporirii eficacitatii testului se propune o metoda de realizare a testului prin
prelucrarea suplimentara primara a probelor destinate testdrii cu un amestec de suspensii
de bentonit si caolin de 20%, luate in raport de 1:1, pentru inldturarea inhibitorilor
nespecifici din serul investigat al pacientilor.

Problema pe care o rezolva inventia consta in elaborarea unei metode de investigare a
probelor de ser (plasmd) a pacientilor la prezenta markerului AgHBs prin prelucrarea
primara a mostrelor cu un amestec de suspensii de bentonit si caolin de 20% pentru
inlaturarea inhibitorilor nespecifici (cauza aparitiei rezultatelor neclare) din serul cercetat
cu realizarea 1n continuare a investigatiilor prin analiza imunoenzimatica.

Esenta inventiei constd in aceea cd probele de ser sangvin pentru examinare se
prelucreaza cu un amestec de suspensii de bentonit si caolin de 20%, luate in raport de 1:1,
apoi serul sangvin se examineazd In testul imunoenzimatic cu utilizarea microplacii
adsorbite cu AgHBs si se determind valorile densitatilor optice ale probelor prin metoda
fotometrica la lungimea de undd de 450...620 nm, apoi se determind valoarea medie a
densitatilor optice ale probelor de control negativ dupa formula: media densitatilor optice
ale probelor de control negativ + 0,050, apoi se determind raportul dintre valoarea medie a
densitatilor optice ale 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.

Rezultatul obtinut constd 1in identificarea si confirmarea simultand a markerului AgHBs
prin prelucrarea primara a probelor de ser (plasma) recoltate de la pacienti cu un amestec de
suspensii de bentonit si caolin, care face posibil realizarea investigatiilor prin metoda
imunoenzimatica cu obtinerea rezultatelor finale in timp de 3,5 ore de la montarea testului,
cu excluderea rezultatelor neclare.
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Avantajele metodei constau in aceea ca tehnologia propusa de identificare si confirmare
a markerului (AgHBS) virusului hepatitei virale B conduce la reducerea esentiald a timpului
de investigare de la circa 7 ore la 3,5 ore, urmare a decaderii necesitatii de aplicare a
testului pentru confirmare, in 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 si caolin duce la sporirea eficacitatii testului:
necesitatii in investigarea probelor neclare in testul de confirmare cu consumabilele
respective indicd prezenta aspectului economic al metodei propuse. Este necesar de
Mentionat ca valorificarea metodei propuse practic la toate nivelele de asistentd medicala
nu cere echipament suplimentar (sofisticat), care este un factor important pentru
implementare in laboratoarele institutiilor medicale, ceea ce demonstreaza accesibilitatea
extinsa pentru institutiile medicale a metodei revendicate.

Exemplu de realizare a inventiei: initial toate serurile pacientilor se prelucreaza cu
amestecul de suspensii de bentonit si caolin de 20%, luate in raport de 1:1. Absorbtia
inhibitorilor nespecifici din serul uman se realizeaza prin utilizarea amestecului de minerale
caolin, care contine lut alb, oxid de siliciu, aluminiu si apa (Al203-2Si0;-2H,0) si bentonit
(Al2[Si4O10] (OH)2:nH0). La amestecul compus din 5,0 mg caolin + 5,0 mg bentonit in
eprubeta se adauga 19,0 ml de solutie fiziologica (1:20), apoi timp de 10 min la temperatura
+18...424°C suspensia se amesteca la aparatul centrifuga-vortex, apoi urmeaza
centrifugarea la 5000 rot/min, timp 15 min. In continuare la 100 ul ser cercetat se adiuga
400 pl de solutie fiziologica. Apoi in eprubete se adaugd cate 500 pl de amestec de
suspensii de bentonit si caolin i 500 ul de ser cercetat diluat. Urmeaza centrifugarea
amestecului la 5000 rot/min, timp 15 min. Supernatantul obtinut se foloseste pentru
investigarea in reactia imunoenzimaticd cu utilizarea test-sistemului comerciale a
companiei Dia. Pro, Milano-Italy (96 investigatii).

in continuare urmeazi utilizarea a unui strip cu godeuri in care se picurd reagenti — in
godeul Al se picurd 150 ul control negativ, care contine ser negativ (absenta markerului
AgHBs), iar in godeul Bl se adauga 150 pl control pozitiv, care contine ser pozitiv
(prezenta markerului AgHBs), apoi in godeurile C1,D1,E1,F1,G1,H1 se pipeteaza serurile
prelucrate cu amestec de suspensii de bentonit si caolin de 20%, luate in raport de 1:1. In
continuare in toate godeurile se pipeteaza 100 pl conjugat diluat (1:20), care contine
reagent concentrat, peroxidaza din hrean si conjugat diluat, care contine 10 nM Tris bufer,
pH 6,8+0,1, dupa care se sigileaza cu pelicula de polistiren si se incubeaza la temperatura
+37°C, timp de 120 min; ulterior toate godeurile se prelucreaza de 5 ori cu solutie tampon
de spalare, care contine 10 nM fosfat bufer pH 7,0£10,2 Tvin 20 diluat cu apa distilata
(1:20). Apoi in toate godeurile se pipeteaza cate 200 ul cromogen/substrat, care contine 50
nM citrat fosfat bufer pH 3,5+3,8, dimetil sulfoxid de 4%, tetra-metil-benzidind de 0,03%
(TMB) si peroxid de hidrogen de 0,02% (H20>) si se incubeaza la temperatura +18...+24?C,
timp de 30 min, dupa care reactia se stopeaza prin adaugarea a cate 100 ul de acid sulfuric
de 0,3M. Apoi se determind valoarea medie a densitatilor optice ale probelor de control
negativ dupd formula: media densitatilor optice ale probelor de control negativ + 0,050,
apoi se determina raportul dintre valoarea medie a densitatilor optice ale 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.

Pentru argumentarea  celor expuse prezentam datele obtinute (tabel) privind
investigarea a 885 seruri sangvine colectate de la pacientii din grupele de populatie cu risc
sporit de infectare cu virusul hepatitei virale B la markeriul AgHBs in baza acordului
informat a contingentelor de varsta de la 18 pand la 70 ani din diferite teritorii
administrative (Chisindu, Balti, Comrat, Vulcanesti) prin metoda cunoscuta si cea
revendicata.

Rezultatele investigatiilor la prezenta markerului AgHBs prin metoda imunoenzimatica
ELISA demonstreaza ca prin metoda cunoscutd markerul nominalizat a fost identificat in
41 de cazuri (4,6+0,7%), iar numarul probelor negative a constituit 823 (93,0+0,9%).
Rezultatele neclare au fost identificate in 21 de cazuri (2,4%0,5%). Un procent (8,9+3,2%)
semnificativ la prezenta markerului AgHBs a fost identificat in randul utilizatorilor de
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droguri inravenoase, care prezintd un contingent cu risc sporit de infectare cu virusul
hepatitei virale B. De asemenea, acest indicator privind prevalenta infectarii cu markerul
AgHBs a fost mai sporit la lucratorii medicali (6,0+1,5%) comparativ cu populatia
generald (2,5+1,2%). La lucratorii medicali incidenta probelor neclare a constituit
3,2+1,1%, pacientii hemodializati - 3,9+1,8%, donatorii primari de sange — 1,0+0,6%, iar la
persoane din populatia generala — 1,9+1,1%. Prevalenta probelor negative la contingentele
examinate, inclusiv la utilizatorii de droguri intravenoase, au constituit 90,8+1,8%,
90,443,0%, 86,1£3,9%, 95,7+1,6% respectiv. Rezultatele obtinute, initial 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 (M) Italy, Lot C4T4/8).

Identificarea markerului AgHBs in probele de sange recoltate de la persoanele din
grupele de risc de infectare, unde initial toate probele de ser destinate investigarii la
prezenta markerului nominalizat a fost prelucrate cu amestecul de suspensii de caolin si
bentonit au demonstrat absenta rezultatelor neclare. Rezultatele investigatiilor a 21 probe
neclare au demonstrat cd toate (0,9+1,1%) au fost negative. Dupa modificarea rezultatelor
finale privind prevalenta markerului AgHBs prin metoda propusd s-a demonstrat ca
prevalenta probelor pozitive a constituit 41 (4,6+£0,7%), iar probele negative 844
(95,440,7%).

In ansamblu, datele obtinute demonstreaza ca metoda revendicata elimina posibilitatea
aparitiei rezultatelor neclare. Astfel metoda revendicatd sporeste eficacitatea testului,
manifestata prin crestere semnificativa a specificitatii si sensibilitatii testului pana la 100%.
Concomitent, mentionam ca metoda propusa de identificare a markerului AgHBs exclude
utilizarea testului de confirmare pentru probele neclare si investigarea repetata a pacientilor
dupa 1...2 sdptdmani cu toate consecintele: economie de timp, consumabile si beneficii
pentru pacient.
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Rezultatele identificarii si evaluarii markerului AgHBs in serurile sangvine ale persoanelor cu risc sporit de identificare si din populatia generala

Tabel
Identificarea markerului AgHBs
Nr Contingentul Total Metoda cunoscuta Metoda propusa
d/o investigat ozitiv neclar negativ pozitiv neclar negativ
abs Mxm(%) abs Mxm(%) abs Mxm(%) abs Mxm(%) abs abs Mxm(%)
1 Pacientii 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
hemodializati
2 Lucratorii 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 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
sange
4 Utilizatorii de 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
droguri intravenoase
5 Persoane din 161 4 2,512 3 19411 154 95,7+1,6 4 2,4+12 0 157 97,5+1,2
populatia generala
Total 885 41 4,620,7 21 2,4+£0,5 823 93,0+0,9 41 4,620,7 0 844 95,4+0,7
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(56) Referinte bibliografice citate in descriere:

1. HBsAg One Ultra, Dia. Pro, Dia.Pro Diagnostic Bioprobes S.R.L. VIA GIOSUE'
CARDUCCI 27 20099 SESTO SAN GIOVANNI (M) Italy, Lot C4T4/8, 2014

(57) Revendicari:

Metoda de identificare a markerului AgHBs 1n serul sangvin uman, care consta in aceea
ca probele de ser sangvin pentru examinare se prelucreaza cu un amestec de suspensii de
bentonit si caolin de 20%, luate in raport de 1:1, apoi serul sangvin se examineaza in testul
imunoenzimatic cu utilizarea microplacii adsorbite cu AgHBs si se determina valorile
densitatilor optice ale probelor prin metoda fotometrica la lungimea de unda de 450...620
nm, apoi se determind valoarea medie a densitatilor optice ale probelor de control negativ
dupd formula: media densitatilor optice ale probelor de control negativ + 0,050, apoi se
determind raportul dintre valoarea medie a densitdtilor optice ale 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.
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