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1范围猪流感HI抗体检测方法本标准规定了猪流感病毒血凝(HA)和血凝抑制(HI)试验的技术要求。本标准适用于猪流感血清HI抗体的检测。2仪器水浴箱、4℃冰箱等。3试验材料单道及多道微量移液器、吸头。4试剂4．10．01mol／LpH7．2PBS(参见附录A中A．1)。4．2胰酶溶液(参见附录A中A．2)。4．30．01mol／LKIO。溶液(参见附录A中A．3)。4．41％丙三醇盐水(参见附录A中A．4)。4．5阿氏(Alsevers)液(参见附录A中A．5)。4．60．5％鸡红细胞悬液(参见附录A中A．6)。4．7HI试验抗原和阴、阳性血清(参见附录A中A．7)。5血凝(ItA)试验GB／T27535—20115．1用多道微量移液器在微量反应板的l～12孔均加入0．05mLPBS，换吸头。5．2吸取0．05raL抗原，加入第1孔，反复抽打3～5次混匀。5．3从第1孔吸取0．05mL抗原加入第2孔，混匀后吸取0．05mL加入第3孔，如此进行对倍稀释至第11孔，从第11孔吸取0．025mL弃之，换吸头。第12孔作为红细胞对照。5．4每孔均加入0．05mL0．5％(体积分数)鸡红细胞悬液(将鸡红细胞悬液充分摇匀后加入)。5．5轻轻混匀，室温(20℃～25℃)下静置20rain后观察结果(如果环境温度太高，可置4℃环境下)。对照孔红细胞显著呈钮扣状时判定结果。5．6结果判定：将反应板倾斜45。，观察红细胞若没有呈泪滴状流淌，则判为HA阳性；完全血凝(不流淌)的病毒最高稀释倍数代表1个血凝单位(HAu)。6血凝抑制(HI)试验6．1操作步骤6．1．1血清样品的处理：待检血清样品需经“胰酶一加热一高碘酸盐方法”处理，以去除血清中非特异性1



GB／T27535--2011凝集抑制因子。其步骤为：先加0．15mL胰酶溶液于0．3mL血清中，在56℃水浴灭活30min后冷却至室温；加0．9mL高碘酸钾，混合，室温孵育15man；力【l0．9mL丙三醇盐溶液，混合，室温孵育15IIlin；加0．75mL生理盐水并混合，置4℃保存备用。6．1．2根据HA试验中测定的HI抗原效价配制4HAu的抗原。HA效价除以4即为含4HAU抗原的稀释倍数。例如，HA效价256，则4HAu抗原的稀释倍数应是64(256除以4)。6．1．3在微量反应板的2～11孔加入0．025mLPBS，第12孔加入0．05mLPBS。6．1．4吸取0．05mL血清(待检血清、阳性血清及阴性血清)加入第1孔内，从中吸取0．025mL于第2孔，充分混匀后吸0．025mL于第3孔，依次对倍稀释至第11孔，从第1l孔吸取0．025mL弃去。6．1．51～11孔均加入含4HAU混匀的抗原0．025mL，第12孔作为红细胞对照。室温(20℃～25℃)下静置10min～30rain。6．1．6每孔加人0．05mL0．5％(体积分数)的鸡红细胞悬液混匀，轻轻混匀，室温(20℃～25℃)下静置10min～30rain(若环境温度太高，可置4℃条件下进行)，在红细胞对照孔呈钮扣状沉于孔底时即可判定结果。6．2结果判定6．2．1检测结果成立的条件：已知阳性血清与相应抗原反应后出现预期的HI效价，阴性血清与抗原反应HI结果为阴性；反之试验重新进行。6．2．2以完全抑制4个HAu抗原的血清最高稀释倍数作为HI效价。待检猪血清经过处理后已作10倍稀释，如果血凝抑制有一个孔发生抑制，此时血清的效价即为1：10，判为阳性。6．2．3未经疫苗免疫的猪只经过14d后再次采样，测定，如果第二次的抗体高于第一次2个滴度，判为该猪处于感染期。7注意事项7．1标准抗原稀释液浓度为4个HAU，并且在每次试验前进行标定。7．2孵育时间要严格控制。红细胞对照完全沉淀时要迅速判读。在一些病毒株中可见红细胞从病毒中解脱，如果有这种情况的发生，要提前判定或置4℃下孵育。7．3红细胞悬液始终符合标准。7．4反应试剂要按规定保存和使用。为避免反复冻融和细菌污染，应以无菌操作将试剂分装成小包装。7．5冻干的试剂应按照说明书中规定的体积重新溶解并保存。



A．10．01mol／LpH值7．2PBS附录A(资料性附录)相关试剂的配制GB／T27535--2011NaCl8gKCl0．2gNazHP041．42gKH2P040．27g灭菌双蒸水800mLNaOH或者HCl调pH(7．o～7．4)，灭菌双蒸水加至1000mL定容，121℃高压灭菌15min或过滤除菌。A．2胰酶溶液胰酶(P-250)200mg0．01mol／LPBS加至25mL过滤除菌，分装保存于--20℃或--70℃，每6个月重新配制胰酶。A．30．01mol／LK104溶液KIOa230mg0．01mol／LPBS加至100mL过滤除菌，KIOt溶液新鲜配制，在1周内使用。A．41％丙三醇盐水丙三醇0．01mol／LPBS过滤除菌。A．5阿氏(Alsevers)液1mL99mL葡萄糖2．05g柠檬酸钠0．8g柠檬酸0．055g氯化钠0．42g灭菌双蒸水至100mLNaOH或者HCl调pH6．1121℃高压灭菌15rain，2℃～8℃保存备用。



GB／T27535--2011A．60．5％鸡红细胞悬液采集2～3只SPF公鸡或无禽流感和新城疫等抗体的健康公鸡的血液与等体积阿氏液混合，用PBS液洗涤3次，以3000r／rain离心5min，洗涤后用PBS配成0．5％(体积分数)红细胞悬液，2℃～8℃保存备用。A．7HI试验抗原和阴、阳性血清抗原系用猪流感病毒接种SPF鸡胚，收获感染鸡胚液，用甲醛溶液灭活，经浓缩后，加适宜稳定剂，经冷冻真空干燥制成。用于HI试验，检测猪流感病毒的抗体。阳性血清系用猪流感病毒灭活疫苗免疫SPF鸡，采血、分离血清，加适宜稳定剂，经冷冻真空干燥制成；阴性血清系采集SPF鸡血，分离血清，冻干制成。用于猪流感病毒HI试验，分别作为阳性与阴性对照。使用冻干的抗原和血清时均按瓶签上规格标注的量，用灭菌生理盐水溶解。




