TESTUL DE INHIBARE A HEMAGLUTINARI (IHA) IN
DETECTIA ANTICORPILOR ANTI SUBTIPURILOR
OF VIRUS AL INFLUENTE! AVIARE

INTRODUCERE

Testul de inhibare a hemagiuﬂnafh (IHA) sste folosit in identificarea subtipuiui hemaglutininei
(H) a virusului influenial aviare (Al care deist aina carecierul seropozitiv prin detectia abilitatii
anticorpilor din sarui pasaril de festat sa inhibe activitatea nhemaglutinanta a antigenului de
referinta. Testin este Uiz ] &i e ca fing :ﬁ.f ctate cu influenta aviara fie ca
drmare a unui tast | yultat pozitiv (e.g. imunodifuzie) sau

54 J(e.4.
ca rezuliat al sernnslar olinicg,

Aceasta procedura este exirasa din Manuaiul OIE de Tesie Diagrostic si Vaccinuri pentru
Animale Terestra {www oig.int).

Inaintea efectuari testuiui IHA este nscesara titrarea aniigenuiui de referinta astfe! incat sa se
prepare o solutie antigen avand 4 unitati hemaglutinanie {HAU)

ECHIPAMENT

Pipete cu volurm variaii! 5 — 50 ul

Varfuri pipeta

Placa de microtitrare din piastic (cu 88 godeurtin
Frigider +4°C 2 3°C

Congelator -80°C z 10°C
Congelator -20°C {+2 — 1C} °C
Dispozitive de grotectie individuala

REACTIVI
Solutie salina izntanica tamponata ou fosfat (6,05 M) 1a pH 7.0 ~ 7,4 (PBS)

PBS si albumira (£, \;5% Wi

Antigen de refariniz diluat iz 4 HAU per 0,025 mtin PBRY”

Suspensie 1% harma’zii de gaina {impachelate ¥ .,) narnatile se recolteaza de la cel putin 3 pui
liberi de patogeni si se rsunasc cu un volurn agal de solutie Alsever (solutie anticoagulant).

1= 3 orl in P3S inainte de utilizars.

Celulele se spa:
a de gaaa‘e *

aig o
Ser de control ne
Ser de conirol poz

*Serurile de refarinia reconstituiie se pastreaza la - 20°C lar aniigenul reconstituit 1a -80°C.

MOD DE LUCRU

Distribuiti G, G’Ja mi PES into
figura 1)

Distribuiti £,025 mi din serul de testat in icaie
exceptia godeuriier 1, G1 st H1. Adaugati 0, 02
cunoscut in godeul 51 51 8,025 mi din serul neg

ixp

12 godeurile placii de microiitrare cu exceptia godeului H1 (vezi

odeurile coloanei 1 a placii de microtitrare cu
! din serui pozitiv de control (PCS) cu titru Hi
{MCS) in godeul G1.



Cu ajutorul une! pinete multi-nanal efsctuati dilutie serialz in baza 2 de-a lungul placii (randurile
A pana la G). Aruncati "l*:"r;zé 0.028 mi
Adaugati G,025 mi suspsnsie antigen continand 4HAL in toata placa cu exceptia randuiui H.
Adaugati 0,025 ml suspensi tinand 4HAU in pdd mele doua godeuri ale randului H.
Efectuati dilutie seriala i H2 s H8 sl aruncall ultimii 6,025 ml astfe! incat
concentratizi amage gIoies 125 HAU in godeurile H1, H2, H3, H4, H5 sj
respectiv HE. Mota: a esi e p%aca de microtitrare.

Adaugati C, O 5y PBS + albw godauriie randulul H.

Amestecati batand u:: rolac timp de 40 minute sau la temperatura camerel
(+20 - 24°C tim r,. it

Adaugati C,025 mi ispensiz 1% RBC in toate godeurils.

Amestecati olaca baiz rw usor 8 incuibati ia +4°C timp de 40 minute sau la temperatura camerei
(+20 - 24°C tirnp de 30 minute.

Cititi placm= dupa 30 - 40 minute, atunsl cand ss staviiizeaza controiul RBC. Aceasta se
realizeaza M%m na piaca st odsarvand D i a*os nta urmelor in forma de lacrima cu
aceeasi rata ca si godaurile de sonfrot M7-H12 continand doar RBC (0,025 ml) si PBS (0,05
mi).
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Figura 1. Reprezentarsa schamatica a testului Hi
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INTERPRETAREA Rg:ﬁuL

H i

Placile se citesc prin inclir si observares prezenisi (si anume inhibitia hemaglutinarii de

catre ser = rezuliat poziil v} sau absents {si anume lipsa inhibitie a hemaglutinarii = rezuitat
negativ) urmeior in forma de lacrima cu acleasi aspect ¢a si i godeurile de control H7 — H12.

[\



Titrul {H reprezinta cea "nai mars dilutie a antiserulul care determina inhibarea completa a

activitatii hemagtu ‘r nante a antigenului de referinia 4 HAU.

O proba este considerata pen*ma daca inhipa sctivitatea hemagiutinanta a 4HAU la un titru de

cel putin 1:16 {2%)

Validitatea rezultatelor depinde de obtinerea unui titr mai mic de 23 pentru 4HAU cu ser de

control negatiy (MCS) si un titry {a distanta ds o diuiie a1 titrului cunoscut al serului de control

pozitiv (PCS).

Hemaglutinaraa compista trebuie sa se 0DSENVS w primele trel godeuri ale randului H (H1 -
TE

H3), hemaglutinara partizla (umatat c!e ol in randul H4 si lipsa hemaglutinarii in
randurile HS si H8 asifel incat tastul sa fig con mdv at »m:‘o

Mota: In testu! soserva un grad redus de reactivitate
incrucisata cu - f ; tn O & - amigenul neuraminidazei. In general
aceasta reactivifats incrucisaiz nu este mai mare de 1:18 (2%). Pentru a evita erorile de
interpretars datoraie acestel reactivitall incr ucésa‘te 3 Wanda sa se utiizeze cel putin doua
antigene ale aceluiasi sublip H dar g subl % al neuraminidazei ca antigene de
referinta (ex. M&M1 si HENE; H7NT si H,/?\sfi}

3

De exempiu :

O proba de ser esie pozitiva fata de HENT i3 ui titry de 10253 (28). Daca se testeaza cu antigen
H7N1 atunci poate fi observat rezultat pozitly ia inhibitie la 1:3 (2%). Daca se testeaza cu antigen
H7N3 proba trebuie sa rezulie negativa,

Anexa 1
Titrarea antigenaior de referinia pentru calouiul a 4 unitall hamaglutinante (HAU)
A1 INTRODUCERE

Inaintea efectuari tesiului de inhibare a hernagluiinarii zste necesara titrarea antigenului de
referinta in scopul obtineril solutisl de artigen 4 HAU

A1.2 REAGENTI
Tampon fosfai salin isotonic (0,08 M) pH 7.0 - 74,

Hematii (RBC) colactats si reunite de fa cel pulin 3 pui 1o atogeni intr-un volume gal de
solutie Alsaver (zoiutis anti-coagulanta). Celule ; i ori in PBS inainte de utilizare.
Se utilizeaza o suspensie 1% {celule !mpachetm

A1.3 MO DE LUCRU

Distribuiti 0,025 m! PES in fiscare godau al placii de micratitrare de plastic (cu godeuri in forma
de V) (Figura Z)

Plasati 0,025 mi suspansie antigen de referinia in primu godeu al randului. (pot fi titrate
maximum 7 ar\?igere per olaca)

Realizati dilutii serials ir baza 2 de- lu,,ngw olaci {de ia 1.2 1a 1:4006)

Distribuiti inca 13,025 mi PBS in fiscare ¢ cdeu

Adaugati C,025 mi suspensie hamati 1 /r in fiscars godeu.



®

Amestecati batand usor placa st inoubalt la +4°0

Cititi placile dupa 30 - 40 m;nute, atunsi cand se stabilizeaza controlul RBC. Aceasta se
realizeaza inclinand viaca s observand prazenta sau absenta urmelor in forma de lacrima.
Godeurile fara hemagiutinare irebuie s& vrézinls curgére cu aceeasi rata ca si celulele de
control fara antigan.

Titrul HA reprezinta d,%w w2 mal mare sars dstermina hemaglutinare a hematiilor. Dilutia
poate fi pnv ita sa o un HA ]
De exempiui: daca iitrul
fi obtinuta mwmug &s
referinta trebuis uthiiza:

Q.

"}

s 1 HAU), valoarea pentru 4 HAU poate
8 ) dilutie de 1:128 a antigenului de

2 ham glu*zr’are

Figura 2. Reprezentare schematica 2 testulul de inhibare 2 hamaglutinaril,
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ETICHETA SER POZITIV HVNY

I'ZZS\/ istituto Zooprofilattico delle Veneze
7 OIE/FAO Laboratory for Al and ND
Serum H7N7  Baicn Z/17

Expiry 07/2023

Resuspend in 1 ml distilled water

Storing conditions 7

Serum H7N7 Lot 2717
Data expirare §7/2025

Restituit in 1 i apa distilata
Conditii de depozitare T<+ 4 °C






