TESTUL DE INHIBARE & HEM,
DETECTIA ANTICORPILOR
DE VIRUS AL INFLUE

AG _UTINARI (IHA) IN
ANTI SUBTIPURILOR
NTHELAVIARE

INTRODUCERE

sis fnlost 4 identificarea subtipului hemaglutinine
ne ;"cml seropozitiv prin detectia abilitatii

2 hemaglutinanta a antigenului de

nfeotate cu influenta aviara fie ca

Jltat pozitiv (e.g. imunodifuzie) sau

antlcorpllo, dlr serii
referinta. Testu! aste ulil
urmare a unui test u@!t'}ix
ca rezuitat al semneior aiir

Aceasta procecura esle
Animale Teresire (www.ol

Inaintea efectuari testulul IHA este nenasars titrarea antigenuiui de referinta astfel incat sa se

prepare o solutie antiger avand £ unitzti hama HAL)
ECHIPAMENT

Pipete cu volum variabit 5 - 50 @

Varfuri pipeta

Placa de microtitrare din plastic {cu 96 godsurt in forma de V)
Frigider +4°C + 3°C

Congelator -8G°C = 1°C

Congelator -20°C {+2 - 10 °C

Dispozitive de orn-m';@ inchviduaz

REACTIVI

Solutie salina izotonica tamponata cu fosfat {605 W ia sH 7.0 - 7,4 (PBS)

PBS si albumina (G, GE% WiV

Antigen de referinta diluat la 4 HAU per § 025 mi in PHEE”
Suspensie 1% hernal de gaina {impacheiats str atlile se recolteaza de la cel putin 3 pui

liberi de patogenri si s2 de solutie Alsever (solutie anticoagulant).
Celulele se spaia

Ser de cont*oi neqa*i' ﬁ‘e pasare."’

T2UNSsT

*Serunle de referinta reconstituite se pastreaza la - 2097 iar antigenul reconstituit Ia -80°C.

MOD DE LUGCRLU

Distribuiti G, 025 i PR35S in tcate godeurd

figura 1)

’DIStrlbUItl U," "r. r{ir: zerul de iastat in U
> Pi

4= miorotitrare cu exceptia godeului H1 (vezi

sriis soloanei 1 a placii de microtitrare cu
in serul pozitiv de control (PCS) cu titru HI

r

\,\,} it godeu! G1.



Cu ajutorul unei pivete mult-c
A pana la “) A n"mfﬁ* uftirndi 0028 mib
Adaugati C,025 mi suspensie antige:

Adaugati 0,0 2‘5 mi suspensie antig ;i primele doua godeuri ale randuluil H.
Efectuati dilutie seriala in bazas ¥ | 52 aruncatl ultimii 0,025 mi astfel incat
concentratia antigenului sa fie 4 PDE, H,all in godeurile H1, H2, H3, H4 H3 si
respectiv Ho Mor" acest contro i ra ciata oe microtitrare.

Adaudati 0,C il PR3+ aibur e randului H.

AmeSteca‘u )am o usor g:;fs- et ; minute sau la temperatura camerei
(+20 - 24°C) fimp de 30 minute

Adaugati 0,025 i din suspensia
Amestecati placa vatand usor
(+20 - 24°C} tirnp de 30 minute.
Cititi placiie dupa 30 - 40 minute, atu
realizeaza ';nc!mand piaca 81 abgervand i
aceeasi rata ca sl godaurie de conimd H
mi).

10 minute sau la temperatura camerei
fiz eaza controlul RBC. Aceasta se

1ita urmelor in forma de lacrima cu
loar RBC (0,025 mi) si PBS (0,05

Figura 1. Rspmx_r‘ ntarea schematic
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INTERPRETAREA REJULTATELOR

Placile se citesc prin mnclinarg gl srvares nrazeriel (i anume inhibitia hemaglutinarii de
catre ser = rezullal pozitiv) sau absenta (s arume lipza inhibitie a hemaglutinarii = rezultat
negativ) urmelor in forma de [aor P an B

=& =i godeurile de control H7 — H12.



Titrul IH reprezinta ces o
activitatii hemaxgit ii';ﬂaﬁfﬁ
O proba este nonsidera
cel'putin 1:16 (2%

Validitatea rezultatelor decinde \—, abiings
control negativ (NGS) i un fitru is cistania
pozitiv (PCS).
Hemaglutinarea complet
H3), hemaglutinars
randurile HZ si Hé a

5 unul fitu mai mic de 23 pentru 4HAU cu ser de
s o0 . 5 ttrului cunoscut al serului de control

a trebule trei godeuri ale randului H (H1 -

~z-dul H4 si lipsa hemaglutinarii in

azserva un grad redus de reactivitate

aite ‘ ] o, zntigenul neuraminidazei. In genera al
aceasta reactiviiale ncrucis L este ' re ce 1116 (2%). Pentru a evita erorile de
interpretare daforate acesi vitafl e Jmanda sa se utiizeze cel putin doua
antigene ale aceluias rit al neuraminidazei ca antigene de
referinta (ex. HENT & ﬁ:m‘%, M

De exempit :
O proba de ser este pozitiva ‘a*’* de L‘%E‘f it
H7N1 atunci poate fi ¢ ‘c erva

(28) Daca se testeaza cu antigen
3 (23). Daca se testeaza cu antigen

H7N3 proba trebuie sa rezult
Anexa 1
Titrarea artigenslor de referinta neniry cainuivt 2 4 uniizil hemaglutinante (HAU)

A1.1 INTRODUDSERE

Inaintea efectuarii testuhs de nhit
referinta in scocul obtinerii saluie!

i =ste necesara titrarea antigenului de

A1.2 REAGENTY
Tampon fosfat salin isotonic (O
Hematii (RBC) colectate si
solutie Alsever (sclutie anti-cc
Se utilizeaza o suspensie 1 %

A1.3 MOD DE LUCRU

Distribuiti 0,025 ml PES in fiscare
de V) (Figura )

Plasati 0,025 i suspensie antgen de referaia in urimul godeu al randuiul. (pot fi titrate
maximum 7 antigens per olac
Realizati diiutii sen a‘s ¢
Distribuiti inca 1,02 =Retelsl=183

Adaugati G,02%5 rai :Hsue"z% & hematil 1%

i e T

rare de plastic (cu godeuri in forma
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Amestecati ba"ia..J usor placa siincubat
Cititi placiie dup '?J - A0 minute, aty
realizeaza mc.[,,xcmd placa sf obss
Godeurile fara hamagiutinare ireb
control fara antigarn.

Titrul HA ""Zp’f—'*ZiP
poate fi privita
De exempiu: ¢
fi obtinuta ]T‘pd

referinta trebuie utilizat

ina niemagiutinare a hematiilor. Dilutia

1 HALY, valoarea pentru 4 HAU poate
> dilutie de 1:128 a antigenului de

,
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> aglutinarii.

Figura 2. Reprezentare schercaticz a festulul d




ETICHETA ANTIGEN H7N7
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INACT "éV/l“‘Ex_, Expiry 94/2024
Resuspend in 1 mi distilled water
Storing cont

ile Yenezia

Pand ND
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Antigan H7M7 Lot 8,!’19

INACTIVAT Data excirare 04/2024
Restituit in 1 miapa mstﬁéa‘ka

Conditii de depozi 2







