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鸭坦布苏病毒免疫荧光检测技术规程
1  范围 

本标准规定了鸭坦布苏病毒的间接免疫荧光检测方法。

本标准适用于鸭坦布苏病毒的诊断、流行病学调查和疫情监测。

2  规范性引用文件

   下列文件中的条款通过本标准的引用而成为本标准的条款。凡是注日期的引用文件，其随后所有的修改单（不包括勘误的内容）或修订版均不适用于本标准。凡是不注日期的引用文件，其最新版本（包括所有的修改单）适用于本文件。
DB 34/T 1938鸭黄病毒感染诊断技术规程。

DB 34/T 2410鸭坦布苏病毒抗体检测技术规程。

DB 34/T 2791鸭坦布苏病毒分离鉴定技术规程。

3  仪器设备 

3.1  5% CO2恒温培养箱。

3.2  倒置荧光显微镜。

3.3  微量移液器。

4  材料和试剂

4.1  乳仓鼠肾细胞（BHK-21)。

4.2  鸭坦布苏病毒AH-F10株（CCTCC V201213）。

4.3  FITC荧光标记兔抗鸭IgG。

4.4  DMEM细胞培养液、细胞生长培养液和细胞维持液。
4.5  胎牛血清。

4.6  胰酶消化液。

4.7  4%多聚甲醛。

4.8  0.01mol/L pH 7.4 PBS，配制方法参见附录。

4.9  阳性血清由坦布苏病毒安徽分离株 AH-F10 株（CCTCC V201213）制备油佐剂灭活制剂免疫健康鸭，分离血清制备而成；阴性血清为健康未免疫鸭血清。

4.10  96孔、48孔细胞培养板和细胞培养瓶。

5 操作方法

5.1 病毒培养

用胰酶消化液消化BHK-21细胞，并用DMEM细胞培养液稀释成105细胞/mL，每孔加入100µL，待细胞密度达到80%左右，弃去培养液，加入鸭坦布苏病毒AH-F10株（100TCID50），加入细胞培养板的1、3、5、7、9、11列，置于37℃ 5% CO2培养箱中吸附1~2h，弃去病毒液，加入适量细胞维持液置于5% CO2培养箱内培养。逐日观察，待30%以上细胞出现CPE (细胞病变)时，弃去培养液，加入适量4%多聚甲醛，覆盖细胞，4℃固定15min后弃去4%多聚甲醛，PBS清洗2次。同时在2、4、6、8、10、12列设立未感染病毒的细胞作对照。

5.2 间接免疫荧光检测

5.2.1  在同一排相邻的感染细胞孔及其后未感染细胞孔加入10倍稀释的待检血清，37℃感作1 h。同时设置阳性、阴性对照及空白对照，阳性对照为用阳性血清感作鸭坦布苏病毒AH-F10株感染孔；阴性对照为用阴性血清感作鸭坦布苏病毒AH-F10株感染孔；空白对照组为PBS替代血清。

5.2.2  弃去板中液体，PBS清洗4次，每次5 min；加入1∶500稀释FITC荧光标记兔抗鸭IgG (PBS配制)，37℃感作1 h。
5.2.3  弃去二抗，使用PBS清洗细胞4次，每次5 min。加入PBS∶甘油=1∶1的保存液。
6 结果判定

6.1 判定方法
荧光显微镜采用蓝紫光，5倍-10倍目镜观察。
6.2 判定标准
当阳性血清对照的细胞浆出现特异性荧光，未感染细胞孔、阴性血清对照和空白对照中感染细胞孔和未感染细胞孔均不出现特异性荧光时，对照成立，可进行结果判定。

细胞浆出现特异性荧光的被检血清为阳性。

细胞浆未出现特异性荧光的被检血清为阴性。
细胞浆内呈现弱的绿色荧光，判为可疑。
结果可疑重复试验。细胞浆内仍呈弱的绿色荧光，判为阳性。
附录
（规范性附录）
相关试剂的配制

A. 0.01mol/L pH7.0~7.4 PBS
NaCl                                  8g
KCl                                   0.2g
Na2HPO4                                              1.42g
KH2PO4                                               0.27g
灭菌双蒸水                            800mL

NaOH或者HCl调至pH7.0~7.4，用双蒸水加至1000Ml定容，121℃高压灭菌15min。
B. 细胞生长培养液
  于细胞基础培养液DMEM中加入10%胎牛血清即为细胞生长培养液。
C. 细胞维持液
  于细胞基础培养液DMEM中加入2%胎牛血清即为细胞维持液。
