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M...-/ TESTUL DE INHIBARE A HEMAGLUTINARII (IHA) IN
DETECTIA ANTICORPILOR ANT! SUBTIPURILOR
DE VIRUS AL INFLUENTE! AVIARE

INTRODUCERE

Testul de inhibare a hemaglutinarii (IHA) este felosit in identificarea subtipului hemaglutininei
(H) a virusului influentei aviare (Al) care determina caracterul se pﬂzmv orin detectia abilitatii
3;"‘:“""'"‘"""]"" din sarul pasarii de testal sa inhibe activitaiea L‘IE‘:lu glulinanta & antige nutul o8
referinta. Testui este ufilizat la pasari cunoscute ca fiind infectate cu influenta aviara fie ca
urmare a uiul test serologic fata de antigenul de grup A rezuitat pozitiv (.g. imunodifuzie) sau
ca rezuitat ai semnelor clinice

Aceasta procedura este extrasa din Manualui OlE de Teste Diagnostic si Vaccinuri pentru
Animale Terestre (www.oig.int)
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ECHIPAMENT

Pipete cu volum variabil 5 - 50 ul

Varfuri pipeta

Piaca de microtitrare din plastic (cu 96 godeuri in forma de V)
Frigider +4°C + 3°C

Congelator -80°C + 10°C

Congelator -20°C (+2 = 10) °C

Dispozitive de protectie individuala

REACTIVI

Solutie salina izotonica tamponata cu fosfat (0,05 M) lapH 7,0 ~ 7,4 (PBS)

PBS si albumina (0,05% wi/v)

Antigen de referinta diluat la 4 HAU per 0,025 m! in PBS*

Suspensie 1% hematii de gaina (impachetaie viv). hamatiile se recolieaza de ia cel putin 3 pui
liberi de patogeni si se reunesc cu un volum egal de solutie Alsever (solutie anticoagulant).
Celulele se spala de 3 ori in PBS inainte de utilizare.

Ser de conirol negativ de pasare.*

Ser de control pozitiv de pasare.*

*Serurile de referinta reconstituite se pastreaza la - 20°C iar antigenul reconstituit la -80°C.

MOD DE LUCRU

Distribuiti 0,025 mi PBS in toate godeurile placii de microtitrare cu exceptia godeulm H1 (V°ZI
figura 1)

Distribuiti 0,025 ml din serul de testat in toate godeurile coloanei 1 a placii de microtitrare cu
exceptia godeurilor F1, G1 si H1. Adaugati 0,025 ml din serul pozitiv de control (PCS) cu titru Hi
cunoscut in godeul F1 si 0,025 ml din serul negativ (NCS) in godeul G1.
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Cu ajutorul unei pipete multi-canal efectuati dilutie seriala in baza 2 de-a lungul placii (randurile
A pana la G). Aruncati ultimii 0,025 ml.

Adaugati 0,025 ml suspensie antigen continand 4HAU in toata placa cu exceptia randului H.
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concentratia antigenului sa fie 4, 2, 1, 0,5, 0,25, 0,125 HAU in godeurile H1, M2, H3, H4, H5 si
respectiv HE. Nota: acest control e include in fiecare placa de microtitrare.

Adaugati 0,025 mi PBS + albumina 0,05% in toate godeurile randului H.
Amestecall batand usor placa si incubati la +4°C timp d2 40 minuie sau la temparatura cCameisi
(+20 - 24°C) timp de 30 minute

Adaugati 0,025 mi din suspensia 1% RBC in toate godeurile.

Amestecati placa batand usor si incubati 1a +4°C timp de 40 minute sau la temperatura camerei
(+20 - 24°C) timp de 30 minute.

Cititi placile dupa 30 ~ 40 minute, atunci cand se stabilizeaza controiul RBC. Aceasta se
realizeaza inclinand placa si observand prezenta sau absenta urmelor in forma de lacrima cu

aceeasi rata ca si godeurile de control H7-H12 continand doar RBC (0,025 ml) si PBS (0,05
mi).

Figura 1. Reprezentarea schematica a testului HI.

11 2 4 B & 7 & 9 1 11 12

O HOVBEOVGODO
COBOOOOOBODE
olclnisletalatslateters
s{eistetetatalstatetals

NS SN N

._, \_/i._/* f\JU\J\ /U\JU\J

BOCOOOOOOSHO
0 EBSOVOROVOO
BBCCOOOPOOOE

[T~ T o I S

rat

B @

() =Test semm & - Refrence Aatizen (AHAU)

%L = Positive control seram . =PBC centrol

it *UvQ Limited. Thomson COOPER, * ¢ ~nMnf "nrimé £ mmmanmin g - ~mpus, T
= Negative control serum (NCS)  aa=ee » = serial 2-Bld dilution

LEst v

5. INTERPRETAREA REZULTATELOR

Placile se citesc prin inclinare si observarea prezentei (si anume inhibitia hemaglutinarii de
catre ser = rezultat pozitiv) sau absenta (si anume lipsa inhibitie a hemaglutinarii = rezultat
negativ) urmelor in forma de lacrima cu acleasi aspect ca si godeurile de control H7 — H12.
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Titrli -1 2zinta cea mai mare dilutie a antiserului care determina inhibarea completa a
activitatii hemaglutinante a antigenului de referinta 4 HALL

O proba este considerata pozitiva daca inhiba activitatea hemaglutinanta a 4HAU la un titru de
cel puiin 1:16 {29 ‘
Vaiiditatea rezuitateior depinde dg¢ obiinerea unui iilru mai mic de 27 peniru 4HiAU ou S8 s
control negativ (NCS) si un fitry la distanta de o dilutie a titrului cunoscut al serului de control
pozitiv (PCS).

Hemaglutinarea completa trebuie sa se observe in primale trei godeuri ale randului H (H1 -
H3) hemaagiutinare pariiain (umataie de picatural in randul H4 si liosa hemagiutinari in
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andiiriie M5 si HA asifel incat testul sa fie considerat valid.
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Nota: In testul de inhibare a hemaglutinarii se poate observa un grad redus de reactivitate

incrucisata cu alte subtipuri H datorita omologiei cu antigenul neuraminidazei. In general
aceasta reactivitate incrucisata nu este mai mare de 1:16 (2%). Pentru a evita erorile de
interpretare datorate acestei reactivitati incrucisate se recomanda sa se utiizeze cel putin doua
antigene ale aceluiasi subtip H dar avand subtip diferit al neuraminidazei ca antigene de

referinta (ax. HE5NT s HENY, H/NT si H/NS)

De exemplu :

O proba de ser este pozitiva fata de H5N1 la un fitru de 1:256 (28). Daca se testeaza cu antigen
H7N1 atunci poate fi observat rezultat pozitiv la inhibitie la 1:8 (2°). Daca se testeaza cu antigen
H7N3 proba trebuie sa rezulte negativa.

Anexa 1

Titrarea antigenelor de referinta pentru calcuiul a 4 unitati hemagiutinante (HAU)

inaintea efectuarii testului de inhicare a nemaglutinani este necesara titrarea antigenuiui de
eferinta in scopul obtinerii solutiei de antigen 4 HAU.

A1.2 REAGENTI

Tampon fosfat saiin isotonic (0,05 M) pH 7,0 = 7,4,

Hematii (RBC) colectate si reunite de la cel putin 3 pui liberi de patogeni intr-un volume gal de
solutie Alsever (solutie anti-coagulanta). Celulele se spala de trei ori in PBS inainte de utilizare.
Se utilizeaza o suspensie 1% (celule impachetate v/v) in PBS.

A1.3 MOD DE LUCRU

Distribuiti 0,025 mi PBS in fiecare godeu al placii de microtitrare de plastic (cu godeuri in forma
de V) (Figura 2)

Plasati 0,025 ml suspensie antigen de referinta in primul godeu al randului. (pot fi fitrate
maximum 7 antigene per placa)

Realizati dilutii seriale in baza 2 de-a lungul placii (de la 1:2 la 1:4096)
Distribuiti inca 0,025 mi PBS in fiecare godeu.
Adaugati 0,025 ml suspensie hematii 1% in fiecare godeu.
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Amestecati batand usor placa si incubati la +4°C
Cititi placile dupa 30 — 40 minute, atunci cand se stabilizeaza controlul RBC. Aceasta se
realizeaza inclinand placa si observand prezenta sau absenta urmelor in forma de lacrima.

Godeurils fara hamagiutingre trobuie sa prezinte curgere <u acesasi rata o2 si cejuigle de

\JUIILIUI iara axuiaun
Titru! HA reprezinta dilutia cea mai mare care determina hemaglutinare a hematiilor. Dilutia
poate fi privita ca o unitate HA (HAU).

De exemplu: daca titrul HA obtinut este 1:512 (SI anume 1 HAU), valoarea pentru 4 HAU poate
acel titru la 4, adica 512/4 = 128, O dilitia da 1:128 2 antigenului de
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Figura 2. Reprezeniare schematica a tesiuiui de inhibar a hemagiutinarii.
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rofiiattico delle Venczie
-/FAO Laboratory tor Al and ND

Serum HSNI  Batch 1/18
Expiry 07/2024
Resuspend in 1 L distilled watet

Storing conditions T <+ 4 °C
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‘Anexa 4 — Traducere etichete

. ’E)_Q:’\/ Institutul Zooprofilatic din Venetia
LTI Laborator OIE/FAQO pentru Al 51 ND

Ser Pozittv H3N1 - Lotul 1/1§

Valabilitate 07/2024

Reconstituit In | mL apa distilatd

Condifti de depozitare: T <+ 4 °C
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