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(54) Metoda de diagnostic al hepatitei virale B la persoane cu expunere

accidentala

(57) Rezumat:
1

Inventia se refera la medicind, si anume la
o metoda de diagnostic al hepatitei virale B cu
determinarea AgHBs si  confirmarea lui
ulterioard la  persoanele cu  expunere
accidentala, cum sunt personalul medical,
utilizatorii de droguri, pacientii aflati in
tratament de hemodializa etc.

Esenta inventiei constd in aceea ca in doua
stripuri cu godeuri se utilizeaza ser uman ce nu
contine AgHBs, ser uman negativ la anticorpii
AgHBs, ser cu anticorpi la AgHBs cu un titru
mai mare de 100 Ul/ml si ser de la persoana
investigatd 1n primul strip, iar in al doilea strip
se utilizeaza ser uman ce nu contine AgHBs,
ser fetal de bovine pentru calibrare, ser uman
inactivat, care contine AgHBs calibrati si ser

2
de la persoana investigatd. Dupd incubare la
temperatura de 18...24°C, timp de 30 min, in
toate probele se adauga conjugat diluat 1:20
de globulina antispecie de iepure sau soarece si
peroxidazd din hrean, apoi probele se
incubeaza la temperatura de 37°C, timp de 120
min. Ulterior se adauga solutie cromogend ce
include solutie de 0,02% de peroxid de
hidrogen, solutie de 4% de dimetilsulfoxid si
solutie de 0,03% de tetrametilbenzidind, se
incubeaza la temperatura de 18...24°C, timp de
30 min, dupd care se determind valorile
densitatii optice prin metoda fotometrica la
lungimea de unda de 450...620 nm.
Revendicari: 1



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

(57) Abstract:
1

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 1U/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

2
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) MeToa 1MarHOCTMKH BUPYCHOTO renatura B y jun co ciy4aiiHbIM

BO3AelicTBHEM

(57) Pedepar:

N3o0perenrie OTHOCHUTCS K MEIWIUHE, a
UMEHHO K METOAY JIUAarHOCTUKH BHPYCHOTO
renatuta B ¢ onpenenennem AgHBS u
TIOCJIEIYIONIMM €ro MOJATBEPKAECHEM Y JIHI CO
ClIydyaliHBIM  BO3JE€HCTBHEM, TakMX  Kak
MEIUIMHCKAN TIepcoHa, notpeduTenu
HApKOTHKOB, TMAalWEeHTHl HaxoJsilIuecss Ha
JIEYEHUH TEMOJIAIN30M U JIp.

CymHocTs M300pETeHUs] COCTOMT B TOM,
YTO B JIByX CTPHUIIAaX C JYHKAMH HCIONB3YIOT
YEJOBEYECKYIO CHIBOPOTKY HE COIEPIKaIyIo
AgHBS, cBIBOPOTKY 4enoBeKa OTPHIATEIbHYIO
k adHturenam k AgHBS, ceBOopotky
antutenaMu Kk AgHBS ¢ tutpom Gomee 100
ME/MI 1 CBHIBOPOTKY MCCIIEAYEMOTO YellOBeKa
B IIEpPBOM CTpHIE, a BO BTOPOM CTpHUIIE
UCTIONIB3YIOT YENIOBEYECKYI0 CHIBOPOTKY HE
conepxamryto AgHBS, deranpHyr0 OBIYBIO
CBIBOPOTKY JUIst KaJHOpOBKH,
WHAKTUBHPOBAHHYIO YEJIOBEUECKYIO

2
CBIBOPOTKY, COZEpIKalllyl0 OTKaIHOpOBaHHEIE
AQHBS 1 CBIBOpOTKY HCCIIETyeMOro YesioBeKa.
IMocne  wHKYOammm  mpu  TeMmmeparype
18...24°C, B Teuenune 30 MuH, BO Bce MpoOBI
JOOABJISIIOT ~ pa3BeICHHBIA KoHBorat 1:20
KpPOJIMYBETO WJIM MBIIIMHOTO AHTHUBHUJIOBOTO
rJ00y/IMHa ¥ TEepOKCHIa3bl XpeHa, 3aTeM
o0paslpl  MHKYOMPYIOT IIpU  TeMIIepaType
37°C, B Teuenue 120 mun. [anee n06aBusioT
pactBop xpomoreHa, coxaepxkammii  0,02%
pacTtBop TmepekucHu Bomoponxa, 4% pacTtBop
muMetwicyabpokcuna u - 0,03%  pactBop
TeTpaMeTWIOCH3UANHA, W WHKYOUPYIOT TIpH
temneparype 18...24°C, B teuenue 30 MmuH,
nocie 4ero OTIPEJIETISIOT 3HAYEHHS
OINITHYECKOM IUIOTHOCTH  (POTOMETPUYECKHM
METOJIOM MpH JuinHe BOJIHBI 450...620 HM.
I1. popmymsr: 1
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Descriere:
(Descrierea se publica in redactia solicitantului)

Inventia se refera la medicind, si anume la o metoda de diagnostic al hepatitei virale B
cu determinarea AgHBs si confirmarea lui ulterioard la persoanele cu expunere
accidentald, cum sunt personalul medical, utilizatorii de droguri, pacientii aflati in
tratament de hemodializa etc.

Hepatita virala B ramane a fi o problema prioritara la nivel mondial, precum si in
majoritatea tarilor europene, inclusiv in Republica Moldova. Conform estimarilor
Organizatiei Mondiale a Sanatatii (OMS) 2 miliarde de persoane din populatia globului au
contractat infectia cu virusul hepatitei B, dintre care 350...400 milioane de persoane sunt
infectate cronic si prezintd o sursa potentiald de infectie pentru populatie si risc sporit in
situatii de expuneri accidentale (World Health Organization. Gudelines for the prevention,
care and treatment of persons with chronic hepatitis B infection, march, 2015; World
Health Assembly (WHA) resolution 60.26 Worker’s health global plan of action. Geneva,
World Health Organization, 2007). Prevalenta infectiei cu virusul hepatitei B la populatia
generala a Republicii Moldova cu endemicitate medie variaza in dependenta de regiuni
(frecventa decelarii AgHBs constituie 2...7%; riscul de infectare pe parcursul vietii este de
20...60% pentru toate grupele de populatie, iar rata de cronicizare a infectiei virale
hepatice cu virusul B 15...20% (Constantin Spinu, Petru larovoi, Tiberiu Holban, Lilia
Cojuhari. Monografie Hepatita virald B (etiologie, epidemiologie, diagnostic, tratament si
profilaxie), Chigindu, 2008, 200 p.; C. Spinu, T. Holban, V. Gurev, Ig. Spinu. Monografie
Hepatite virale si HIV(aspecte etiologice, epidemiologice, clinice, diagnostic de laborator,
tratament si profilaxie), Chisinau, 2013, 296 p.).

Prevenirea expunerii riméane principala strategie in reducerea infectiilor ocupationale cu
hemotransmitere, ceea ce demonstreaza necesitatea elaborarii unor noi procedee rapide de
identificare a markerilor virusurilor hepatitelor virale B, C si D, in special pentru persoanele
cu expunere accidentald (Bloodborne pathogens for occupational exposure. Lexington,
Kentucky, University of Kentucky Occupational Health and Safety, 2008; Siguranta
injectiilor, Ghid practic, Chisinau, 2015, p. 26-32).

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

1. Raportarea evenimentului;

2. Evaluarea gravitatii situatiei si ingrijirile primare acordate de personalul medical
expus accidentului;

3. Evaluarea clinica si testarea serologica la markerii hepatitei virale B;

4. Supravegherea serologica si profilaxia hepatitei virale B;

5. Evaluarea persoanei care a constituit sursa posibild de infectie (pacientul).

Medicina clinicd contemporana devine vadita prin utilizarea extensiva a tehnologiilor
diagnosticului de laborator de inaltad performantd, care sunt vertiginos implementate in
practica medicala.

Investigatiile la prezenta markerilor virusului hepatitei virale B AgHBs si AgHBs
confirmator se efectueaza tehnic prin reactii imunoenzimatice (ELISA), utilizate cel mai
des in diagnosticul de laborator pentru detectia prezentei antigenului AgHBs 1n ser/plasma
in special la persoanele cu expunere accidentala.

Metoda ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) este bazatd pe reactia
imunologica cunoscutd ca reactie ,,antigen-anticorp” pe un suport, care se numeste “faza
solidd” (de obicei microplaci din polisterol, pe suprafata carora sunt fixati) anticorpi
monoclonali cunoscuti. In godeul microplacii, sensibilizat cu anticorpii cunoscuti, se
adauga proba biologica cercetatd, de reguld ser sau plasma umana. in perioada de incubatie
se formeazd 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 enzima (cel mai frecvent peroxidaza, fosfataza alcalind). Complexul
format este identificat in reactia enzimaticd prin addugarea solutiei cromogen/substrat cu
producerea unei reactii colorimetrice (vizibile). Virajul coloratiei depinde de cantitatea
antigenului/anticorpului in proba testatd. Pentru stoparea reactiei enzimatice se utilizeaza
“stop-reagentul” (cel mai des — acidul sulfuric). Detectia se efectueazd fotometric la
lungimea de unda de 405, 450 sau 490 nm.
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Metoda imunoenzimatica include urmatoarele etape:

1. Reactia imunologica — formarea complexului imunologic prin adaugarea reagentilor,
din care unul contine markerul enzimatic;

2. Stoparea fazei solide pentru indepartarea componentelor nespecifice;

3. Reactia enzimatica prin adaugarea solutiei cromogen/substrat i stoparea reactiei cu
“stop-reagent”;

4, Citirea rezultatelor;

5. Interpretarea rezultatelor.

Conform algoritmului existent, recomandat de OMS, CDC, ECDC, testarea intru
evidentierea si confirmarea markerului AgHBs virusului hepatitei B, in special in cazuri de
expuneri accidentale, include doua etape.

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

A doua etapa, utilizarea unei truse speciale (test confirmator) pentru confirmarea sau
infirmarea rezultatului (pozitiv sau negativ) obtinut in urma realizérii primei etape. Pentru
realizarea testului de confirmare sunt necesare 3,5 ore [2].

Dezavantajele procedurii existente: agadar, examinarea serului/plasmei obtinute de la
persoana, 1n special cu expunere accidentald, realizatd in doud etape conform algoritmului
existent, necesita 6,5 ore, care nu de fiecare datd se incadreaza in timpul zilei de lucru, in
special in conditii cand proba ajunge la laborator in a doua jumatate sau la finele zilei de
lucru.

Problema pe care o0 rezolva inventia propusd este reducerea maxima 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 reactiei imunofermentative la prezenta  markerilor AgHBs si AgHBs
confirmator, in special in situatii de expunere accidentald, intru elaborarea masurilor de
urgenta pentru a reduce riscul de infectare a persoanelor implicate.

Esenta inventiei constd in aceea ca in doua stripuri cu godeuri se utilizeaza ser uman ce
nu contine AgHBs, ser uman negativ la anticorpii AgHBS, ser cu anticorpi la AgHBs cu
un titru mai mare de 100 Ul/ml si ser de la persoana investigata in primul strip, iar in al
doilea strip se utilizeaza ser uman ce nu contine AgHBs, ser fetal de bovine pentru
calibrare, ser uman inactivat, care contine AgHBs calibrati si ser de la persoana investigata.
Dupa incubare la temperatura de 18...24°C, timp de 30 min, in toate probele se adauga
conjugat diluat 1:20 de globulina antispecie de iepure sau soarece si peroxidaza din hrean,
apoi probele se incubeaza la temperatura de 37°C, timp de 120 min. Ulterior se adauga
solutie cromogena ce include solutie de 0,02% de peroxid de hidrogen, solutie de 4% de
dimetilsulfoxid si solutie de 0,03% de tetrametilbenzidind, se incubeaza la temperatura de
18...24°C, timp de 30 min, dupa care se determina valorile densitatii optice prin metoda
fotometrica la lungimea de unda de 450...620 nm.

Rezultatul obtinut consta in elaborarea unui algoritm nou de testare la markerii AgHBs
si AgHBs confirmator la persoanele cu expunere accidentala.

Conform algoritmului existent de identificare a markerului AgHBs al virusului
hepatitei virale B (CDC, USA), in coloana de testare este precizata necesitatea investigarii
persoanelor la prezenta markerilor AgHBs cu confirmarea ulterioara a rezultatelor prin
determinarea AgHBs confirmator, optimizand excluderea aparitiei fals-rezultatelor.

in corespundere cu instructiunea de testare la markerul AgHBs pentru determinarea
markerului AgHBs 1in ser ori plasma investigatiile se efectueaza pe stripuri cu godeuri cu
ajutorul setului de reagenti inclus in trusa [1].

Prima etapd a celei mai apropiate solutii se incepe cu spalarea o singura datid a
stripurilor cu sorbent anti-HBsAg cu diluant washer (500 ul), in conformitate cu
instructiunea setului “HBsAg one Version ULTRA” (DIA.PRO) - utilizat in calitate de
exemplu.

Al-BLC

B1 Negativ Control -150 ul+100 pl conjugat

C1Negativ Control -150 pl+100 ul conjugat

D1Negativ Control -150 ul+100 pl conjugat

E1Calibrator -150 ul+100 pl conjugat

F1 Calibrator -150 ul+100 pl conjugat

G1Control Pozitiv -150 pl+100 ul conjugat

H1Ser -150 pl+100 pl conjugat.
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Godeul Al ramane gol ca BLC (blanc), ceea ce permite verificarea calitatii acestui test-
sistem. Controlul negativ prezinta ser uman ce nu contine markerul studiat (B1, C1, D1), iar
calibratorul 1n stare liofilizatd contine ser fetal de bovine, HBs Ag neinfectat recombinant
in 0,5 IU/ml. Inainte de utilizare calibratorul se dizolva in apa distilata (E1, F1). Control
pozitiv prezintd ser uman inactivat care contine antigenul respectiv calibrat si standardizat
(G1). Conjugatul dizolvat 1:20 contine globulina antispecie (iepure, soarece), conjugati cu
peroxidaza din hrean sau altd enzima.

Dupé aceastd procedura se efectueaza incubarea microplacii la temperatura de 37°C,
timp de 120 min, apoi se spald de 5 ori a cate 40 s, se adaugé 200 pl de cromogen/substrat,
care contine solutie de peroxid de hidrogen si solutie de tetrametilbenzidind si iarasi se
incubeaza pe o duratd de 30 min la temperatura de 18...24?C. Citirea rezultatelor se face la
lungimea de undd de 450...620 nm cu interpretarea lor dupa formula de calul - cut-
off=medie B1+C1+D1+0,050.

Interpretarea rezultatelor:

Ser cu densitatea optica / Cut-off cu densitatea opticd<0,9-negativ

Ser cu densitatea opticd / Cut-off cu densitatea optica 0,9...1,1- fals

Ser cu densitatea opticd / Cut-off cu densitatea opticd >1,1- pozitiv

Odata cu obtinerea rezultatelor suspecte (pozitive) este necesar de a efectua etapa 1l-a,
care confirma AgHBs.

Etapa a ll-a de confirmare a prezentei sau absentei markerului AgHBs al virusului
hepatitei virale B in biosubstratul (plasma/ser) persoanei examinate se efectueaza conform
instructiunii setului “HBsAg Confirmation” (DIA.PRO) — utilizate de noi in calitate de
exemplu cu realizarea urmatorilor pasi de picurare in godeuri cu sorbent anti-HBs Ag
(anticorpi monoclonali):

Al-BLC

B1 Negativ Control-150 ul+100 ul conjugat

C1 Negativ Control -150 pl+100 pul conjugat

D1 Negativ Control -150 pl+100 ul conjugat

E1Control Reagent C -150 pl+100 pl conjugat

F1 Neutralizant Reagent -150 ul+100 ul conjugat

G1Ser 1-150 pl+50 ul Control Reagent C+100 pl conjugat

H1Ser 1-150 pl+50 pl Neutralizant Reagent+100 pl conjugat

Control Reagent contine ser uman negativ la anticorpii AgHBs. Neutralizant Reagent
contine un titru semnificativ >100 Ul/ml de anticorpii la AgHBs. Conjugatul dizolvat 1:20
contine globulind antispecie (iepure, soarece), conjugatd cu peroxidaza din hrean sau alta
enzima.

Urmeaza incubarea la temperatura de 18...24°C, timp de 30 min, apoi se pipeteaza cu
100 pl de conjugat diluant (contine globulina antispecie 1:20 (iepure, soarece), conjugata
cu peroxidaza din hrean sau altd enzima) si iardsi se incubeaza pe o durata de 120 min la
temperatura de 37°C. Dupa spilarea godeurilor (cu solutie de spilare, dizolvata 1:20) de 5
ori a cate 40 s se efectueaza pipetarea cu 200 pl de cromogen/substrat, care contine solutie
de peroxid de hidrogen si solutie de tetrametilbenzidind si se incubeaza 30 min la
temperatura de 18...24°C. Apoi se evalueaza rezultatele in conformitate cu analiza
fotocolorimetrici pe lungimea de unda de 450...620 nm. Cut-off=E1/F1<2. Timpul
efectudrii testului de confirmare (infirmare) a markerului AgHBs al virusului hepatitei
virale B in biosubstratul persoanei examinate constituie 3,5 ore. Rezultatele pozitive se
considera cand valoarea cut-off la proba examinata este > 2, iar negative <2.

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

Tabelul 1
Godeuri AgHBs confirmator AgHBs
Al BLC BLC
Bl Control Negativ(CN) Control Negativ(CN)
C1 Control Negativ(CN) Control Negativ(CN)
D1 Control Negativ(CN) Control Negativ(CN)
El Control Reagent(CR) Calibrator
F1 Neutralizant Reagent (NR) Calibrator
Gl Ser/Control Reagent (CR) Control Pozitiv
H1 Ser/Neutralizat Reagent (NR) Ser

Metoda propusd pentru identificarea si confirmarea marcherului AgHBs al virusului
hepatitei virale B face posibila realizarea acestor proceduri (tehnologii) in cadrul unei
singure etape cu obtinerea rezultatelor scontate in timp de 3,5 ore. Esenta inventiei consta
in efectuarea testarii simultane la marcherii Ag HBs si AgHBs confirmator realizate pe
microplaca sensibilizatd cu anticorpi monoclonali anti-AgHBS cu consumabile fabricate de
acelasi producator. Spre exemplu, intru confirmarea realizarii algoritmului propus s-au
folosit consumabile si reagenti 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 si Ag HBs confirmator, lot N3/1.

Metoda include determinarea si confirmarea markerului AgHBs si consta in utilizarea a
doua stripuri cu godeuri, care initial se spald cu un sorbent anti-HBsAg, dupa care se picurd
reagentii, si anume in primul strip primul godeu (A) ramane fara reagent si este utilizat in
calitate de proba blanc, in alte trei godeuri (B,C,D) se picura cate 150 pl de ser uman ce nu
contine AgHBs, care servesc in calitate de proba de control negativ, in godeul cinci (E) se
picurd 150 ul de ser uman negativ la anticorpii AgHBs, care serveste in calitate de proba de
control reagent, in godeul sase (F) se picura 150 pl de ser uman cu anticorpi la AgHBs cu
un titru mai mare de 100 Ul/ml, care serveste in calitate de proba de reagent neutralizant,
in godeul sapte (G) se picura 150 pl de ser de la persoana investigata si 50 pul de ser uman
negativ la anticorpii AgHBs si in godeul opt (H) se picurd 150 pul de ser de la persoana
investigata si 50 pl de ser cu anticorpi la AgHBs cu un titru mai mare de 100 Ul/ml, dupa
care probele se incubeaza la temperatura de 18...24°C, timp de 30 min, apoi se pregateste al
doilea strip in care se exclude proba blanc (A), in urmatoarele trei godeuri (B,C,D) se
picura cate 150 pl de ser uman ce nu contine AgHBs, care servesc in calitate de proba de
control negativ, in godeurile cinci si sase (E,F) se picurd 150 ul de ser fetal de bovine,
AgHBs neinfectios recombinant de 0,5 Ul/ml si diluat cu apa distilata, care servesc in
calitate de proba de calibrare, in godeul sapte (G) se picura 150 pl de ser uman inactivat,
care contine AgHBs calibrat, care serveste in calitate de proba de control pozitiv si in
godeul opt (H) se picura 150 pl de ser de la persoana investigatd, dupa care probele se
incubeaza la temperatura de 18...24°C, timp de 30 min, apoi in toate godeurile din ambele
stripuri se picura cate 100 pl de conjugat diluat 1:20 de globulina antispecie de iepure sau
soarece si peroxidaza din hrean, dupa care probele se incubeaza la temperatura de 37°C,
timp de 120 min, dupa incubare stripurile se spala de 5 ori a cate 40 s si se pipeteaza solutie
cromogena ce include solutie de 0,02% de peroxid de hidrogen, solutic de 4% de
dimetilsulfoxid si solutie de 0,03% de tetrametilbenzidind in toate godeurile ambelor
stripuri, apoi se incubeaza la temperatura de 18...24°C, timp de 30 min, dupa care se
determind valorile densitatii optice prin metoda fotometrica la lungimea de unda de
450...620 nm, apoi se determind raportul valorilor obtinute ale compusilor din godeurile
sapte si opt (G/H) in primul strip, iar in al doilea strip se determind valoarea medie a
densitatilor optice ale compusilor cu probe de control negativ (B,C,D) conform formulei:

media densitatilor optice ale probelor de control negativ + 0,050;

apoi se determina raportul dintre valoarea densitatii optice a serului pacientului si
valoarea medie a densitatilor optice ale compusilor cu probe de control negativ (B,C,D), in
cazul in care raportul valorilor obtinute ale compusilor din goreurile sapte si opt (G/H) din
primul strip este mai mare de 2, iar raportul dintre valoarea densitatii optice a serului
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pacientului si valoarea medie a densitatilor optice ale compusilor cu probe de control
negativ este mai mare de 1,1 se determina prezenta AgHBs in serul sangvin.

in total au fost examinate prin metoda prototip si cea expusa de noi 92 seruri colectate
de la diferite contingente cu risc sporit de expunere. Rezultatele investigatiilor sunt expuse

5  intabelul 2.
Rezultatele identificarii i confirmarii markerului Ag HBs al virusului hepatitei virale B
la persoanele cu risc sporit de expunere prin metoda prototip i cea propusa
10 Tabelul 2
=35 Identificarea si confirmarea markerului AgHBs
S, Numarul Metoda prototip Metoda propusa Incidenta | Coincidenta
= 2 g |de probe | Pozitiv | Negativ | Timp* | Pozitiv | Negativ [ Timp* | (%) (%)
£ E , 3 | investigate (ore) (ore)
QL X .2 X
O I T
Utilizatorii 24 6 18 6,5 6 18 3,5 25,0 100,0
de droguri
Personalul 36 5 31 6,5 5 31 3,5 13,9 100,0
medical
Pacientii 32 8 24 6,5 8 24 3,5 25,0 100,0
aflati in
tratamentul
de dializa
Timpul* - intervalul de timp in care au fost realizate testele.
Asadar, metoda propusa privind procedura de testare la marcherii hepatitei virale B la
persoanele cu expunere accidentald demonstreaza o coincidentd de 100% a rezultatelor
15 obtinute in comparatie cu metoda prototip, o reducere a timpului de la 6,5 ore la 3,5 ore,
inclusiv a volumului de lucru si a consumabilelor. Procedura de testare propusa de noi, care
include realizarea simultand a tehnologiilor de identificare §i confirmare a markerului
AgHBs are o importantd semnificativa pentru medicind (sandtatea publicd), deoarece face
posibil ca mésurile de profilaxie (nespecifice si specifice) realizate imediat dupa expunere
20 sda reducd la minimum riscul de contractare, inclusiv accidentala, a infectiei cu virusul

hepatitei virale B.
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(56) Referinte bibliografice citate in descriere:

1. HBsAg one Version ULTRA, Fourth generation Enzyme immunoassay (ELISA) for the
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DIA.PRO Diagnostic Bioprobes Srl. Via G. Garducci n? 27, 20099 Sesto San Giovanni
(Milano)- Italy, 2008

2. HBsAg Confirmation, Set of reagent for the confirmation of HBsAg positivity in human
serum or plasma. DIA.PRO. Diagnostic Bioprobes Srl. Via G. Garducci n? 27, 20099 Sesto
San Giovanni (Milano)- Italy, 2008

(57) Revendicari:

Metoda de diagnostic al hepatitei virale B la persoane cu expunere accidentald, care
include determinarea si confirmarea markerului AgHBs si consta in utilizarea a doua
stripuri cu godeuri, care initial se spala cu un sorbent anti-HBsAg, dupa care se picurd
reagentii, si anume, in primul strip primul godeu (A) ramane fara reagent si este utilizat in
calitate de proba blanc, in alte trei godeuri (B,C,D) se picura cate 150 pl de ser uman ce nu
contine AgHBs, care sunt in calitate de proba de control negativ, in godeul cinci (E) se
picurda 150 pl de ser uman negativ la anticorpii AgHBs, care este in calitate de proba de
control reagent, in godeul sase (F) se picurd 150 pl de ser uman cu anticorpi la AgHBs cu
un titru mai mare de 100 Ul/ml, care este in calitate de proba de reagent neutralizant, in
godeul sapte (G) se picurd 150 pl de ser de la persoana investigatd si 50 pl de ser uman
negativ la anticorpii AgHBs si In godeul opt (H) se picura 150 pl de ser de la persoana
investigata si 50 pl de ser cu anticorpi la AgHBs cu un titru mai mare de 100 Ul/ml, dupa
care probele se incubeaza la temperatura 18...24°C, timp de 30 min, apoi se pregateste al
doilea strip in care se exclude proba blanc (A), in urmatoarele trei godeuri (B,C,D) se
picurd cate 150 pl de ser uman ce nu contine AgHBs, care sunt in calitate de proba de
control negativ, in godeurile cinci si sase (E,F) se picurda 150 pl de ser fetal de bovine,
AgHBs neinfectios recombinant de 0,5 Ul/ml si diluat in apa distilata, care sunt in calitate
de proba de calibrare, in godeul sapte (G) se picura 150 ul de ser uman inactivat, care
contine AgHBs calibrat, care este in calitate de proba de control pozitiv si in godeul opt (H)
se picurd 150 pl de ser de la persoana investigatd, dupa care probele se incubeaza la
temperatura 18...24°C, timp de 30 min, apoi in toate godeurile din ambele stripuri se picura
cate 100 pl de conjugat diluat 1:20 de globulina antispecie de iepure sau soarece i
peroxidaza din hrean, dupa care probele se incubeaza la temperatura 37°C, timp de 120
min, dupa incubare stripurile se spala de 5 ori a cate 40 s si se pipeteaza solutie cromogena
ce include solutie de 0,02% de peroxid de hidrogen, solutie de 4% de dimetilsulfoxid si
solutie de 0,03% de tetrametilbenzidind 1n toate godeurile ambelor stripuri, apoi se
incubeaza la temperatura 18...24°C, timp de 30 min, dupa care se determina valorile
densitatii optice prin metoda fotometricd la lungimea de undd de 450...620 nm, apoi se
determind raportul valorilor obtinute ale compusilor din godeurile sapte si opt (G/H) in
primul strip, iar in al doilea strip se determina valoarea medie a densitatilor optice ale
compusilor cu probe de control negativ (B,C,D) conform formulei:

media densitatilor optice ale probelor de control negativ + 0,050;

apoi se determina raportul dintre valoarea densitatii optice a serului pacientului si
valoarea medie a densitatilor optice ale compusilor cu probe de control negativ (B,C,D), in
cazul in care raportul valorilor obtinute ale compusilor din goreurile sapte si opt (G/H) din
primul strip este mai mare de 2, iar raportul dintre valoarea densitatii optice a serului
pacientului si valoarea medie a densitatilor optice ale compusilor cu probe de control
negativ este mai mare de 1,1 se determina prezenta AgHBs in serul sangvin.
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