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前  言
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牛副结核病γ干扰素ELISA诊断技术

范围

本标准规定了牛副结核病γ干扰素ELISA诊断技术的术语和定义、试剂及仪器、检测方法、结果判定和操作注意事项等。

本标准所规定的技术适用于牛感染副结核分枝杆菌时γ干扰素的检测。

规范性引用文件

下列文件对于本文件的应用是必不可少的。凡是注日期的引用文件，仅所注日期的版本适用于本文件。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。

GB 19489—2008　实验室生物安全通用要求
GB/T 19495.2—2004　转基因产品检测　实验室技术要求

SN/T 1084—2010　牛副结核病检疫技术规范

术语和定义

下列术语和定义适用于本文件。

牛副结核病　Paratuberculosis

一种由副结核分枝杆菌（禽分枝杆菌副结核亚种）引起的以慢性增生性、顽固性肠炎和进行性消瘦为特征的慢性传染病，具有强烈的传染性，可垂直传播。
试验原理

被副结核分枝杆菌致敏的T淋巴细胞再次受到相关抗原刺激后可短时间内释放大量的γ干扰素（γ-Interferon），通过γ干扰素的检测可实现对副结核分枝杆菌感染的诊断。

试剂及仪器

材料

血液处理所需材料

血液培养所需材料参见附录A。

ELISA试验所需试剂

ELISA试验所需试剂参见附录B。

仪器

检测所需仪器参见附录C。

检测方法

试剂配制 

检测所需试剂及制备方法按附录D的规定。

采血

血液的采集按SN/T 1084—2010规定的方法执行。将采集的血液(至少5 mL)放入肝素抗凝管中，轻轻颠倒6～10次混合血液，使肝素溶解，室温(22 ℃±5 ℃)下运送到实验室并在采血后30 h内进行培养。

全血培养

血液分装

用一次性自动移液器在无菌条件下将抗凝血加入24孔组织培养板，每份血分三孔，1.5 mL/孔。

加入抗原

无菌操作下分别加入100 μL PBS(阴性抗原对照)，禽结核提纯菌素（A-PPD）及牛结核提纯菌素（B-PPD）至相应的孔。

用微量振荡器高速振荡1 min，将抗原与分装的血液充分混匀。或将细胞培养板及其盖紧紧固定在一起，在光滑的表面上顺时针和逆时针各旋转10次。

孵育

将组织培养板在37 ℃恒温培养箱中孵育16 h～24 h。

血浆样品收取及贮存

用可调移液器小心吸取约400 μL的上层血浆，转入新的1.5 mL离心管中。吸取血浆时应尽量避免吸入细胞。将盖子密封，表明时间、编号等信息，在2 ℃～8 ℃可贮存7天，在-20 ℃可贮存数月。检测前，样品应恢复至室温并充分混匀。

检测步骤

溶解冻干试剂，按“说明10”平衡其他试剂。

按照商品化牛IFN-γ检测试剂盒说明书进行牛IFN-γ的ELISA检测。

质量控制。按照试剂盒质量控制标准判断试验的有效性。如果试验中阴阳性对照结果有一条不符合试验标准，试验则视为无效，应重新检测。
结果判定

样品结果计算

计算每个样品阴性抗原、A-PPD和B-PPD的平均OD值。

阴阳性结果判定标准

A-PPD与PBS OD值的差值≥0.35，且与B-PPD OD值的差值≥0.25时，判为阳性；

A-PPD与PBS OD值的差值＜0.35，或与B-PPD OD值的差值＜0.25时，判为阴性。

废弃物的处理

按照GB 19489—2008的规定执行。

检测过程中防止交叉污染的措施

按照GB/T19495.2—2004的规定执行。

操作注意事项

除100倍浓缩的结合物外，所有待检血浆和试剂在使用前应恢复至室温(22 ℃±5 ℃)。解冻的样品需小心涡旋，充分混和。加热的温度不应超过37 ℃。室温水浴箱可缩短平衡时间。

试剂盒内所有试剂均应储存于2 ℃～8 ℃，使用完后即放回2 ℃～8 ℃低温冰箱中。放于室温(22 ℃±5 ℃)的工作浓度的洗液应两周内用完。

100倍浓缩的结合物和稀释后的结合物应放置在2 ℃～8 ℃低温冰箱中。

为保证试验效果，应使冻干试剂完全溶解，溶解后的试剂至少需放置15 min，然后轻轻颠倒混合4～5次；也可以使用滚动振荡装置混合。使用前需再次混匀。

采用去离子水或双蒸水溶解或稀释试剂。

（资料性附录）
血液处理所需材料

肝素真空管

10 mL或20 mL注射器

无菌的24孔组织培养板

100～1 000 μL吸头

1.5 mL离心管

Bovigam牛型提纯结核菌素(B-PPD)，300头动物1支

Bovigam禽型提纯结核菌素(A-PPD)，300头动物1支

无菌的磷酸盐缓冲液（0.01M pH7.2）

（资料性附录）
ELISA试验所需试剂

酶标板(包被IFN-γ抗体)

牛γ干扰素阳性对照(含0.01 %的硫柳汞)

牛γ干扰素阴性对照(含0.01 %的硫柳汞)

样品稀释液(血浆稀释缓冲液，含0.01 %硫柳汞）

20倍洗液(含0.01 %的硫柳汞)

100倍酶标结合物(含0.01 %的硫柳汞)

酶标抗体稀释液(酶标结合物稀释缓冲液，含0.0l %的硫柳汞）

底物缓冲液(含H2O2)

100倍浓缩的显色剂溶液(含溶于DMSO的TMB）

终止液(0.5 M H2SO4)

（资料性附录）
检测所需仪器

37 ℃培养箱

精密可调移液器（200 μL、1 mL）

1 mL、5 mL、10 mL的移液器

100 mL、1 L、2 L的量筒

12道移液器(50 μL-300 μL)

微量振荡器

洗板机

酶标仪(含450 nm和650 nm滤光片)

（规范性附录）
检测所用试剂的配制

抗原

牛型提纯结核菌素和禽型提纯结核菌素在使用前彻底混匀，独立分装(0.3 mg/mL）。

酶标板

酶标板在未开封前恢复至室温，可放置30 min以上。

阳性对照和阴性对照

用1 mL去离子水或蒸馏水溶解阴、阳性对照。应保证完全溶解，溶解的阴阳性对照在3个月内可储存于2 ℃～8 ℃，但再次使用前应恢复至室温并充分混匀。

样品稀释液

恢复至室温并充分混匀，用作血浆稀释缓冲液。

酶标结合物

用0.5 mL去离子水或蒸馏水溶解100倍浓缩的冻干酶标结合物。100倍浓缩的酶标结合物必须一直保存于2 ℃～8 ℃，溶解后的酶标结合物应在3个月内用完。酶标抗体稀释液可直接使用。按表D.1配制酶标结合物工作液，配制完后应在5 min内使用，未用完的试剂应立即丢弃。未用完的100倍浓缩的酶标结合物应立即放回至2 ℃～8 ℃条件下保存。

酶标结合物配制表
	酶标板数量
	浓缩酶标结合物(100倍)的体积
	酶标抗体稀释液的体积

	1
	0.12 mL
	12 mL

	2
	0.24 mL
	24 mL


洗液

配制工作浓度的洗液，将19份去离子水或蒸馏水加入1份20倍浓缩的洗液中，充分混匀。工作浓度的洗液可在室温贮存2周，未用完的20倍浓缩洗液应放回至2 ℃～8 ℃条件下保存。20倍浓缩洗液可能含有结晶盐，如出现结晶，应于37 ℃重新溶解结晶。

底物溶液

将底物缓冲液和100倍显色剂溶液恢复至室温，稀释前充分混匀。底物溶液的配制见表D.2。底物溶液应充分混匀且应当是无色的，如出现蓝色应丢弃。配制完后应在10 min内使用。

底物配制表
	酶标板数量
	浓缩显色剂(100倍)的体积
	底物缓冲液的体积

	1
	0.12 mL
	12 mL

	2
	0.24 mL
	24 mL


