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(57) Rezumat:Rezuma t 

1                                                                                        2 
Invenţia se referă la medicină, şi anume la 

o metodă de diagnostic al hepatitei virale B cu 
determinarea  AgHBs şi  confirmarea lui 
ulterioară la persoanele cu expunere 
accidentală,  cum sunt personalul medical, 
utilizatorii de droguri, pacienţii aflaţi în 
tratament de hemodializă etc. 

Esenţa invenţiei constă in aceea că în două 
stripuri cu godeuri se utilizează ser uman ce nu 
conţine  AgHBs, ser uman negativ la anticorpii 
AgHBs, ser cu  anticorpi la AgHBs cu un titru 
mai mare de 100 UI/ml şi ser de la persoana 
investigată în primul strip, iar în al doilea strip 
se utilizează ser uman ce nu conţine  AgHBs,  
ser fetal de bovine pentru calibrare, ser uman 
inactivat, care conţine AgHBs calibraţi şi ser 

de la persoana investigată. După incubare la 
temperatura de 18...24°C, timp de 30 min, in 
toate probele  se adaugă  conjugat diluat 1:20 
de globulină antispecie de iepure sau şoarece şi 
peroxidază din hrean, apoi probele se 
incubează la temperatura de 37°C, timp de 120 
min. Ulterior se adaugă soluţie cromogenă ce 
include soluţie de 0,02% de peroxid de 
hidrogen, soluţie de 4% de dimetilsulfoxid şi 
soluţie de 0,03% de tetrametilbenzidină,  se 
incubează la temperatura de 18...24°C, timp de 
30 min, după care se determină valorile 
densităţii optice prin metoda fotometrică la 
lungimea de undă  de 450...620 nm. 

Revendicări: 1 

 

M
D

 1
24

5 
Z 

20
18

.1
2.

31
 

 



 
 

2 

 
 
 
 
(54) Method for diagnosis of viral hepatitis B in persons with accidental exposure 

     
(57) Abstract: 

1                                                                                        2 
The invention relates to medicine, namely 

to a method for diagnosis of viral hepatitis B 
with the determination of AgHBs and its 
subsequent confirmation in persons with 
accidental exposure such as medical personnel, 
drug users, patients undergoing hemodialysis 
treatment, etc. 

Summary of the invention consists in that 
in two strips with wells is used AgHBs free 
human serum, human serum negative to 
AgHBs antibodies, serum with antibodies to 
AgHBs with a titer of more than 100 IU/ml 
and serum of the human being tested in the 
first strip, and in the second strip is used 
AgHBs free human serum, fetal bovine serum 
for calibration, inactivated human serum, 
containing calibrated AgHBs and serum of the 

human being tested. After incubation at a 
temperature of 1824C, for 30 min, diluted 
conjugate 1:20 of rabbit or mouse anti-species 
globulin and horseradish peroxidase is added 
in all samples, then the samples are incubated 
at a temperature of 37C, for 120 min. Further, 
a chromogen solution containing 0.02% 
hydrogen peroxide solution, 4% 
dimethylsulfoxide solution and 0.03% 
tetramethylbenzidine solution is added and 
incubated at a temperature of 1824C, for 30 
min, after which the optical density values are 
determined by the photometric method at the 
wavelength of 450620 nm. 

Claims: 1 

 
 
 
(54) Метод диагностики вирусного гепатита В  у лиц со случайным 
воздействием 

     
(57) Реферат: 

1                                                                                        2 
Изобретение относится к медицине, а 

именно к методу диагностики вирусного 
гепатита В с определением AgHBs и 
последующим его подтвержденем у лиц со 
случайным воздействием, таких как 
медицинский персонал, потребители 
наркотиков, пациенты находящиеся на 
лечении гемодиализом и др.  

Сущность изобретения состоит в том, 
что в двух стрипах с лунками  используют 
человеческую сыворотку не содержащую 
AgHBs, сыворотку человека отрицательную 
к антителам к AgHBs, сыворотку с 
антителами к AgHBs с титром более 100 
МЕ/мл и сыворотку исследуемого человека 
в первом стрипе, а во втором стрипе 
используют человеческую сыворотку не 
содержащую AgHBs, фетальную бычью 
сыворотку для калибровки, 
инактивированную человеческую 

сыворотку, содержащую откалиброванные 
AgHBs и сыворотку исследуемого человека. 
После инкубации при температуре 
1824°С, в течение 30 мин, во все пробы 
добавляют разведенный конъюгат 1:20 
кроличьего или мышиного антивидового 
глобулина и пероксидазы хрена, затем 
образцы инкубируют при температуре 
37°С, в течение 120 мин. Далее добавляют 
раствор хромогена, содержащий 0,02% 
раствор перекиси водорода, 4% раствор 
диметилсульфоксида и 0,03% раствор 
тетраметилбензидина, и инкубируют при 
температуре 1824°С, в течение 30 мин, 
после чего определяют значения 
оптической плотности фотометрическим 
методом при длине волны 450...620 нм. 

П. формулы: 1 
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Descriere:Descriere 
(Descrierea se publică în redacția solicitantului) 
 

Invenţia se referă la medicină, şi anume la o metodă de diagnostic al hepatitei virale B 5 
cu determinarea  AgHBs şi  confirmarea lui ulterioară la persoanele cu expunere 
accidentală,  cum sunt personalul medical, utilizatorii de droguri, pacienţii aflaţi în 
tratament de hemodializă etc. 

Hepatita virală B rămâne a fi o problemă prioritară la nivel mondial, precum şi în 
majoritatea ţărilor europene, inclusiv în Republica Moldova. Conform estimărilor 10 
Organizaţiei Mondiale a Sănătăţii (OMS) 2 miliarde de persoane din populaţia globului au 
contractat infecţia cu virusul hepatitei B, dintre care 350400 milioane de persoane sunt 
infectate cronic şi prezintă o sursă potenţială de infecţie pentru populaţie şi risc sporit în 
situaţii de expuneri accidentale (World Health Organization. Gudelines for the prevention, 
care and treatment of persons with chronic hepatitis B infection, march, 2015; World 15 
Health Assembly (WHA) resolution 60.26 Worker’s health global plan of action. Geneva, 
World Health Organization, 2007). Prevalenţa infecţiei cu virusul hepatitei B la populaţia 
generală a Republicii Moldova cu endemicitate medie variază în dependenţă de regiuni 
(frecvenţa decelării AgHBs constituie 27%;  riscul de infectare pe parcursul vieţii este de 
2060% pentru toate grupele de populaţie, iar rata de cronicizare  a infecţiei virale 20 
hepatice cu virusul B  1520% (Constantin Spinu, Petru Iarovoi, Tiberiu Holban, Lilia 
Cojuhari. Monografie  Hepatita virală B (etiologie, epidemiologie, diagnostic, tratament şi 
profilaxie), Chişinău, 2008, 200 p.; C. Spînu, T. Holban, V. Gurev, Ig. Spînu. Monografie 
Hepatite virale şi HIV(aspecte etiologice, epidemiologice, clinice, diagnostic de laborator, 
tratament şi profilaxie), Chişinău, 2013, 296 p.). 25 

Prevenirea expunerii rămâne principala strategie în reducerea infecţiilor ocupaţionale cu  
hemotransmitere, ceea ce demonstrează necesitatea elaborării unor noi procedee rapide de 
identificare a markerilor virusurilor hepatitelor virale B, C şi D, în special pentru persoanele 
cu expunere accidentală (Bloodborne pathogens for occupational exposure. Lexington, 
Kentucky, University of Kentucky Occupational Health and Safety, 2008; Siguranţa 30 
injecţiilor, Ghid practic, Chişinău, 2015, p. 26-32). 

Etapele de management al expunerii accidentale la sange cu risc de contractare a 
infecţiei cu virusul hepatitei virale B includ: 

1. Raportarea evenimentului; 
2. Evaluarea gravităţii situaţiei şi îngrijirile primare acordate de personalul medical 35 

expus accidentului; 
3. Evaluarea clinică şi testarea serologică la markerii hepatitei virale B; 
4. Supravegherea serologică şi profilaxia hepatitei virale B; 
5. Evaluarea persoanei care a constituit  sursa posibilă de infecţie (pacientul). 
Medicina clinică contemporană devine vădită prin utilizarea extensivă a tehnologiilor 40 

diagnosticului de laborator de înaltă performanţă, care sunt vertiginos implementate în 
practica medicală. 

Investigaţiile  la prezenţa markerilor virusului hepatitei virale B AgHBs şi AgHBs 
confirmator se efectuează  tehnic prin reacţii imunoenzimatice (ELISA), utilizate cel mai 
des în diagnosticul de laborator pentru detecţia prezenţei antigenului AgHBs în ser/plasmă 45 
in special la persoanele cu expunere accidentală. 

Metoda ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) este bazată pe reacţia 
imunologică cunoscută ca reacţie „antigen-anticorp” pe un suport, care se numeşte “faza 
solidă” (de obicei microplăci din polisterol, pe suprafaţa cărora sunt fixaţi)  anticorpi 
monoclonali cunoscuţi. În godeul microplăcii, sensibilizat cu anticorpii cunoscuţi, se 50 
adaugă proba biologică cercetată, de regulă ser sau plasmă umană. În perioada de incubaţie 
se formează complexele Ac-Ag prin intermediul segmentului activ, liber- Fab al 
anticorpilor monoclonali. Ulterior la complexele imune formate se introduce conjugatul  
un ligand marcat cu o enzimă (cel mai frecvent peroxidază, fosfatază alcalină). Complexul 
format este identificat în reacţia enzimatică prin adăugarea soluţiei cromogen/substrat cu 55 
producerea unei reacţii colorimetrice (vizibile). Virajul coloraţiei depinde de cantitatea 
antigenului/anticorpului în proba testată. Pentru stoparea reacţiei  enzimatice se utilizează 
“stop-reagentul” (cel mai des  acidul sulfuric). Detecţia se efectuează fotometric la 
lungimea de undă  de 405, 450 sau 490 nm. 
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Metoda imunoenzimatică include  următoarele etape: 
1. Reacţia imunologică  formarea complexului imunologic prin adăugarea reagenţilor, 

din care unul conţine markerul enzimatic; 
2. Stoparea fazei solide  pentru îndepărtarea componentelor nespecifice; 
3. Reacţia enzimatică prin  adăugarea soluţiei cromogen/substrat şi stoparea reacţiei cu 5 

“stop-reagent”; 
4. Citirea rezultatelor; 
5. Interpretarea rezultatelor. 
Conform algoritmului existent, recomandat de OMS, CDC, ECDC, testarea intru 

evidenţierea şi confirmarea markerului AgHBs virusului hepatitei  B, în special în cazuri de 10 
expuneri accidentale, include două etape. 

Prima etapă, utilizarea unei truse speciale (comerciale) pentru evidenţierea markerului 
AgHBs hepatitei virale B. Realizarea acestei etape conform tehnologiei existente necesită 
estimativ 3 ore [1]. 

A doua etapă, utilizarea unei truse speciale (test confirmator) pentru confirmarea sau 15 
infirmarea rezultatului (pozitiv sau negativ) obţinut în urma realizării primei etape. Pentru 
realizarea testului de confirmare sunt necesare 3,5 ore [2]. 

Dezavantajele procedurii existente: aşadar, examinarea serului/plasmei obţinute de la 
persoană, în special cu expunere accidentală, realizată în două etape conform algoritmului 
existent, necesită 6,5 ore, care nu de fiecare dată se încadrează în timpul zilei de lucru, în 20 
special în condiţii când proba ajunge la laborator în a doua jumătate sau la finele zilei de 
lucru. 

Problema pe care o rezolvă invenţia propusă este reducerea maximă a riscului de 
transmitere a  hepatitei virale B prin reducerea timpului de 2 ori  (de la 6,5 ore la 3,5 ore) la 
efectuarea reacţiei imunofermentative la prezenţa  markerilor AgHBs şi AgHBs 25 
confirmator, in special în situaţii de expunere accidentală, întru elaborarea măsurilor de 
urgenţă pentru a reduce riscul de infectare a persoanelor implicate.  

Esenţa invenţiei constă în aceea că în două stripuri cu godeuri se utilizează ser uman ce 
nu conţine  AgHBs, ser uman negativ la anticorpii AgHBs, ser cu  anticorpi la AgHBs cu 
un titru mai mare de 100 UI/ml şi ser de la persoana investigată în primul strip, iar în al 30 
doilea strip se utilizează ser uman ce nu conţine  AgHBs,  ser fetal de bovine pentru 
calibrare, ser uman inactivat, care conţine AgHBs calibraţi şi ser de la persoana investigată. 
După incubare la temperatura de 18...24°C, timp de 30 min, în toate probele  se adaugă  
conjugat diluat 1:20 de globulină antispecie de iepure sau şoarece şi peroxidază din hrean, 
apoi probele se incubează la temperatura de 37°C, timp de 120 min. Ulterior se adaugă 35 
soluţie cromogenă ce include soluţie de 0,02% de peroxid de hidrogen, soluţie de 4% de 
dimetilsulfoxid şi soluţie de 0,03% de tetrametilbenzidină,  se incubează la temperatura de 
18...24°C, timp de 30 min, după care se determină valorile densităţii optice prin metoda 
fotometrică la lungimea de undă  de 450...620 nm. 

Rezultatul obţinut constă în elaborarea unui  algoritm nou de testare  la markerii AgHBs 40 
şi AgHBs confirmator la persoanele cu expunere accidentală. 

Conform algoritmului existent de  identificare a markerului AgHBs al virusului 
hepatitei virale B (CDC, USA), în coloana de testare este precizată  necesitatea investigării 
persoanelor la prezenţa markerilor AgHBs cu confirmarea ulterioară a  rezultatelor prin 
determinarea AgHBs confirmator, optimizând excluderea apariţiei fals-rezultatelor.  45 

În corespundere cu instrucţiunea de testare la markerul AgHBs pentru determinarea 
markerului AgHBs  în ser ori plasmă investigaţiile  se efectuează pe stripuri cu godeuri cu  
ajutorul setului de reagenţi inclus în trusă [1]. 

Prima etapă a celei mai apropiate soluţii se începe cu  spălarea o singură dată a  
stripurilor cu sorbent anti-HBsAg cu diluant washer (500 µl), în conformitate cu 50 
instrucţiunea setului “HBsAg one Version ULTRA” (DIA.PRO) - utilizat in calitate de 
exemplu.  

A1-BLC 
B1 Negativ Control -150 µl+100 µl conjugat 
C1Negativ Control -150 µl+100 µl conjugat 55 
D1Negativ Control -150 µl+100 µl conjugat 
E1Calibrator -150 µl+100 µl conjugat 
F1 Calibrator -150 µl+100 µl conjugat 
G1Control Pozitiv -150 µl+100 µl  conjugat 
H1Ser -150 µl+100 µl conjugat. 60 
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Godeul A1 rămâne gol ca BLC (blanc), ceea ce permite verificarea calităţii acestui test-
sistem. Controlul negativ prezintă ser uman ce nu conţine markerul studiat (B1, C1, D1), iar 
calibratorul în stare liofilizată conţine ser fetal de bovine,  HBs Ag neinfectat recombinant 
in 0,5 IU/ml. Inainte de utilizare calibratorul se dizolvă în apă distilată (E1, F1). Control 
pozitiv prezintă ser uman inactivat care conţine antigenul respectiv calibrat şi standardizat 5 
(G1). Conjugatul dizolvat 1:20 conţine globulină antispecie (iepure, şoarece), conjugată cu 
peroxidază din hrean sau altă enzimă. 

După această procedură se efectuează incubarea  microplăcii la temperatura de 37ºC, 
timp de 120 min, apoi se spală de 5 ori a câte 40 s, se adaugă 200 µl de cromogen/substrat, 
care conţine soluţie de peroxid de hidrogen şi soluţie de tetrametilbenzidină  şi iarăşi se 10 
incubează pe o durată de 30 min la temperatura de 1824?C. Citirea rezultatelor se face la 
lungimea de undă de 450620 nm cu interpretarea lor după formula de calul - cut-
off=medie B1+C1+D1+0,050. 

Interpretarea rezultatelor: 
Ser cu densitatea optică  / Cut-off cu densitatea optică<0,9-negativ 15 
Ser cu densitatea optică / Cut-off cu densitatea optică 0,9...1,1- fals 
Ser cu densitatea optică / Cut-off cu densitatea optică >1,1- pozitiv 
Odată cu obţinerea rezultatelor suspecte  (pozitive) este necesar de a efectua etapa II-a, 

care confirmă AgHBs. 
Etapa  a II-a de confirmare  a prezenţei sau absenţei  markerului AgHBs  al virusului 20 

hepatitei virale B în biosubstratul (plasmă/ser) persoanei examinate se efectuează conform 
instrucţiunii setului “HBsAg Confirmation” (DIA.PRO)  utilizate de noi in calitate de 
exemplu cu realizarea următorilor paşi de picurare în godeuri cu sorbent anti-HBs Ag 
(anticorpi monoclonali):  

A1-BLC 25 
B1 Negativ Control-150 µl+100 µl conjugat 
C1 Negativ Control -150 µl+100 µl conjugat 
D1 Negativ Control -150 µl+100 µl conjugat 
E1Control Reagent C -150 µl+100 µl conjugat 
F1 Neutralizant Reagent -150 µl+100 µl conjugat 30 
G1Ser 1-150 µl+50 µl Control Reagent C+100 µl conjugat 
H1Ser 1-150 µl+50 µl Neutralizant Reagent+100 µl conjugat 
Control Reagent conţine ser uman negativ la anticorpii AgHBs. Neutralizant Reagent 

conţine un  titru semnificativ >100 UI/ml de anticorpii la AgHBs. Conjugatul dizolvat 1:20 
conţine globulină antispecie (iepure, şoarece), conjugată cu peroxidază din hrean sau altă 35 
enzimă. 

Urmează incubarea la temperatura de 1824ºC, timp de 30 min, apoi se pipetează cu 
100 µl de conjugat diluant  (conţine globulină antispecie 1:20 (iepure, şoarece), conjugată 
cu peroxidază din hrean sau altă enzimă) şi iarăşi se incubează pe o durată de 120 min la 
temperatura de 37ºC. După spălarea godeurilor (cu soluţie de spălare, dizolvată 1:20) de 5 40 
ori a câte 40 s se efectuează pipetarea  cu 200 µl de cromogen/substrat, care conţine soluţie 
de peroxid de hidrogen şi soluţie de tetrametilbenzidină  şi se incubează 30 min  la 
temperatura de 1824ºC. Apoi  se  evaluează  rezultatele în conformitate cu  analiza 
fotocolorimetrică pe lungimea de undă de 450620 nm. Cut-off=E1/F1<2. Timpul 
efectuării testului de confirmare (infirmare) a markerului AgHBs al virusului hepatitei 45 
virale B in biosubstratul persoanei examinate constituie 3,5 ore.  Rezultatele pozitive se 
consideră când  valoarea cut-off la proba  examinată este > 2, iar negative <2. 

      In ansamblu, timpul necesar pentru realizarea testului de identificare a markerului 
AgHBs (I etapă) şi de confirmare (II etapă) a AgHBs virusului hepatitei virale B în 
biosubstratele persoanei examinate expus in metoda-prototip constituie 6,5 ore. 50 
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Tabel-model de realizare a algoritmului propus privind procedura de testare la markerii 
hepatitei virale B la persoanele cu expunere accidentală 

 
                                                                                                                      Tabelul 1 

Godeuri AgHBs confirmator AgHBs 
A1 BLC BLC 
B1 Control Negativ(CN) Control Negativ(CN) 
C1 Control Negativ(CN) Control Negativ(CN) 
D1 Control Negativ(CN) Control Negativ(CN) 
E1 Control Reagent(CR) Calibrator 
F1 Neutralizant Reagent (NR) Calibrator 
G1 Ser/Control Reagent (CR) Control Pozitiv 
H1 Ser/Neutralizat Reagent (NR) Ser 

       5 
Metoda propusă pentru identificarea şi confirmarea marcherului AgHBs al virusului 

hepatitei virale B face posibilă realizarea acestor proceduri (tehnologii) în cadrul unei 
singure etape cu obţinerea rezultatelor scontate în timp de 3,5 ore. Esenţa invenţiei constă 
în efectuarea testării simultane la marcherii Ag HBs şi AgHBs confirmator realizate pe  
microplacă sensibilizată cu anticorpi monoclonali anti-AgHBs cu consumabile fabricate de 10 
acelaşi producător. Spre exemplu, întru confirmarea realizării algoritmului propus s-au 
folosit consumabile şi reagenţi ale companiei Dia Pro, Diagnostic Bioprobes SRL, Italy cu 
termen de valabilitate 09.2017, Ag HBs One Ultra, lot C3T3/3 termen de valabilitate 
09.2017 şi Ag HBs confirmator, lot N3/1. 

Metoda include determinarea şi confirmarea markerului AgHBs şi constă în utilizarea a 15 
două stripuri cu godeuri, care iniţial se spală cu un sorbent anti-HBsAg, după care se picură 
reagenţii, şi anume în primul strip primul godeu (A) rămâne fără reagent şi este utilizat în 
calitate de probă blanc, în alte trei godeuri (B,C,D) se picură câte 150 µl de ser uman ce nu 
conţine  AgHBs, care servesc în calitate de probă de control negativ, în godeul cinci (E) se 
picură 150 µl de ser uman negativ la anticorpii AgHBs, care serveşte în calitate de probă de 20 
control reagent,  în godeul şase (F) se picură 150 µl de ser uman cu  anticorpi la AgHBs cu 
un titru mai mare de 100 UI/ml, care serveşte  în calitate de probă de reagent neutralizant, 
în godeul şapte (G) se picură 150 µl de ser de la persoana investigată şi 50 µl de ser uman 
negativ la anticorpii AgHBs şi în godeul opt (H) se picură 150 µl de ser de la persoana 
investigată şi 50 µl de ser cu  anticorpi la AgHBs cu un titru mai mare de 100 UI/ml, după 25 
care probele se incubează la temperatura de 18...24°C, timp de 30 min, apoi se pregăteşte al 
doilea strip în care se exclude proba blanc (A), în următoarele trei godeuri (B,C,D) se 
picură câte 150 µl de ser uman ce nu conţine  AgHBs, care servesc în calitate de probă de 
control negativ, în godeurile cinci şi şase (E,F) se picură 150 µl de ser fetal de bovine, 
AgHBs neinfecţios recombinant de 0,5 UI/ml şi diluat cu apă distilată, care servesc în 30 
calitate de probă de calibrare, în godeul şapte (G) se picură 150 µl de ser uman inactivat, 
care conţine AgHBs calibrat, care serveşte în calitate de probă de control pozitiv şi în 
godeul opt (H) se  picură 150 µl de ser de la persoana investigată, după care probele se 
incubează la temperatura de 18...24°C, timp de 30 min, apoi în toate godeurile din ambele 
stripuri se picură câte 100 µl de conjugat diluat 1:20 de globulină antispecie de iepure sau 35 
şoarece şi peroxidază din hrean, după care probele se incubează la temperatura de 37°C, 
timp de 120 min, după incubare stripurile se spală de 5 ori a câte 40 s şi se pipetează soluţie 
cromogenă ce include soluţie de 0,02% de peroxid de hidrogen, soluţie de 4% de 
dimetilsulfoxid şi soluţie de 0,03% de tetrametilbenzidină în toate godeurile ambelor 
stripuri, apoi se incubează la temperatura de 18...24°C, timp de 30 min, după care se 40 
determină valorile densităţii optice prin metoda fotometrică la lungimea de undă  de 
450...620 nm, apoi se determină raportul valorilor obţinute ale compuşilor din godeurile 
şapte şi opt (G/H) în primul strip, iar în al doilea strip se determină valoarea medie a 
densităţilor optice ale compuşilor cu probe de control negativ (B,C,D) conform formulei:  

media  densităţilor optice ale probelor de control negativ + 0,050; 45 
apoi se determină raportul dintre valoarea densităţii optice a serului pacientului şi 

valoarea medie a densităţilor optice ale compuşilor cu probe de control negativ (B,C,D), in 
cazul în care raportul valorilor obţinute ale compuşilor din goreurile şapte şi opt (G/H) din 
primul strip este mai mare de 2, iar raportul dintre valoarea densităţii optice a serului 
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pacientului şi valoarea medie a densităţilor optice ale compuşilor cu probe de control 
negativ este mai mare de 1,1 se determină prezenţa AgHBs în serul sangvin. 

În total au fost examinate prin metoda prototip şi cea expusă de noi 92 seruri colectate 
de la diferite contingente cu risc sporit de expunere. Rezultatele investigaţiilor sunt expuse 
in tabelul 2.      5 

    
Rezultatele identificării şi confirmării  markerului Ag HBs al virusului hepatitei virale B 

la persoanele cu risc sporit de expunere prin metoda prototip şi cea propusă  
 

Tabelul 2 10 
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Numărul 
de probe 
investigate 

Identificarea şi confirmarea markerului AgHBs  
Incidenţa 
(%) 

 
Coincidenţa 
(%) 

Metoda prototip Metoda propusă 
Pozitiv Negativ Timp* 

(ore) 
Pozitiv Negativ Timp* 

(ore) 

Utilizatorii 
de droguri 
 

24 6 18 6,5 6 18 3,5 25,0 100,0 

Personalul 
medical 
 

36 5 31 6,5 5 31 3,5 13,9 100,0 

Pacienţii 
aflaţi în 
tratamentul 
de dializă 

32 8 24 6,5 8 24 3,5 25,0 100,0 

 
Timpul* - intervalul de timp in care au fost realizate testele.  
Aşadar, metoda propusă privind procedura de testare la marcherii hepatitei virale B la 

persoanele cu expunere accidentală demonstrează o coincidenţă de 100% a rezultatelor 
obţinute în comparaţie cu metoda prototip, o reducere a timpului de la 6,5 ore la 3,5 ore, 15 
inclusiv a volumului de lucru şi a consumabilelor. Procedura de testare propusă de noi, care 
include realizarea simultană a tehnologiilor de identificare şi confirmare a markerului 
AgHBs are o importanţă semnificativă pentru medicină (sănătatea publică), deoarece face 
posibil  ca măsurile de profilaxie (nespecifice şi specifice) realizate imediat după expunere 
să reducă la minimum riscul de contractare, inclusiv accidentală, a infecţiei cu virusul 20 
hepatitei virale B.  
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(57) Revendicări:Revendic ări 
 

Metodă de diagnostic al hepatitei virale B la persoane cu expunere accidentală, care 
inсlude determinarea şi confirmarea markerului AgHBs şi constă în utilizarea a două 
stripuri cu godeuri, care iniţial se spală cu un sorbent anti-HBsAg, după care se picură 
reagenţii, şi anume, în primul strip primul godeu (A) rămâne fără reagent şi este utilizat în 
calitate de probă blanc, în alte trei godeuri (B,C,D) se picură câte 150 µl de ser uman ce nu 
conţine  AgHBs, care sunt în calitate de probă de control negativ, în godeul cinci (E) se 
picură 150 µl de ser uman negativ la anticorpii AgHBs, care este în calitate de probă de 
control reagent,  în godeul şase (F) se picură 150 µl de ser uman cu  anticorpi la AgHBs cu 
un titru mai mare de 100 UI/ml, care este  în calitate de probă de reagent neutralizant, în 
godeul şapte (G) se picură 150 µl de ser de la persoana investigată şi 50 µl de ser uman 
negativ la anticorpii AgHBs şi în godeul opt (H) se picură 150 µl de ser de la persoana 
investigată şi 50 µl de ser cu  anticorpi la AgHBs cu un titru mai mare de 100 UI/ml, după 
care probele se incubează la temperatura 18...24°C, timp de 30 min, apoi se pregăteşte al 
doilea strip in care se exclude proba blanc (A), în următoarele trei godeuri (B,C,D) se 
picură câte 150 µl de ser uman ce nu conţine  AgHBs, care sunt în calitate de probă de 
control negativ, în godeurile cinci şi şase (E,F) se picură 150 µl de ser fetal de bovine, 
AgHBs neinfecţios recombinant de 0,5 UI/ml şi diluat în apă distilată, care sunt în calitate 
de probă de calibrare, în godeul şapte (G) se picură 150 µl de ser uman inactivat, care 
conţine AgHBs calibrat, care este în calitate de probă de control pozitiv şi în godeul opt (H) 
se  picură 150 µl de ser de la persoana investigată, după care probele se incubează la 
temperatura 18...24°C, timp de 30 min, apoi în toate godeurile din ambele stripuri se picură 
câte 100 µl de conjugat diluat 1:20 de globulină antispecie de iepure sau şoarece şi 
peroxidază din hrean, după care probele se incubează la temperatura 37°C, timp de 120 
min, după incubare stripurile se spală de 5 ori a câte 40 s şi se pipetează soluţie cromogenă 
ce include soluţie de 0,02% de peroxid de hidrogen, soluţie de 4% de dimetilsulfoxid şi 
soluţie de 0,03% de tetrametilbenzidină în toate godeurile ambelor stripuri, apoi se 
incubează la temperatura 18...24°C, timp de 30 min, după care se determină valorile 
densităţii optice prin metoda fotometrică la lungimea de undă  de 450...620 nm, apoi se 
determină raportul valorilor obţinute ale compuşilor din godeurile şapte şi opt (G/H) în 
primul strip, iar în al doilea strip se determină valoarea medie a densităţilor optice ale 
compuşilor cu probe de control negativ (B,C,D) conform formulei:  

media  densităţilor optice ale probelor de control negativ + 0,050; 
apoi se determină raportul dintre valoarea densităţii optice a serului pacientului şi 

valoarea medie a densităţilor optice ale compuşilor cu probe de control negativ (B,C,D), în 
cazul in care raportul valorilor obţinute ale compuşilor din goreurile şapte şi opt (G/H) din 
primul strip este mai mare de 2, iar raportul dintre valoarea densităţii optice a serului 
pacientului şi valoarea medie a densităţilor optice ale compuşilor cu probe de control 
negativ este mai mare de 1,1 se determină prezenţa AgHBs în serul sangvin.  
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