附件：

 包1  规格型号及技术指标：

	名称
	规格
	数量

	禽白血病抗体ELISA
	5板/盒
	1

	禽败血/滑液囊支原体病抗体ELISA
	5板/盒
	1

	合计
	
	2


一、禽白血病病毒-J亚群抗体检测试剂盒
（一）工作原理：
将禽白血病病毒J-亚群(ALV-J gp85)抗原包被在96孔酶联免疫反应板上，加入被检样品后，特异针对禽白血病病毒J-亚群（ALV-J gp85））的抗体就会与病毒抗原形成抗原抗体复合物。洗掉没有反应结合的物质，然后加上可与（羊）抗鸡抗体结合的酶标二抗（HRPO），最后将没有结合的酶标二抗洗掉，并加酶的作用底物，显色强度与被检样品中禽白血病病毒J-亚群抗体的含量直接相关。
（二）试剂内容 

1．ALV-J gp85包被板 ： 5块
2．ALV-J阳性对照，稀释的鸡抗ALV-J抗体，叠氮钠防腐 ：1.9ml

3．阴性对照，稀释的无ALV-J抗体鸡血清，叠氮钠防腐 ：1.9ml

4．辣根过氧化物酶标记的（羊）抗鸡抗体，庆大霉素防腐 ：50ml

5．样品稀释液；蛋白质缓冲液，叠氮钠防腐 ：235ml

6．TMB底物液 ：60ml

7．终止液 ：60ml

8．PBS-tween (10倍)的磷酸/吐温洗涤液 ：235ml

（三）操作步骤
将试剂恢复至室温，并将其振摇混匀后进行使用。
1. 抗原包被板并在记录表上标记好被检样品的位置。
2. 取100μl不需稀释的阴性对照液加入A1孔和A2孔中
3. 取100μl不需稀释的阳性对照液加入A3孔和A4孔中。
4. 取100μl稀释的被检样品液加入相应的孔中。所有被检样品都应进行双孔测定。
5. 室温下孵育30分钟。
6. 每孔加约350μl的蒸馏水或去离子水进行洗板，洗3􀁟5次。
7. 每孔加100μl的酶标羊抗鸡抗体（HRPO）。
8. 室温下孵育30分钟。
9. 重复第6步。
10. 每孔加100μl的TMB底物液。
11. 室温下孵育15分钟。
12. 每孔加100μl的终止液。
13. 酶标仪空气调零。
14. 测定并记录各孔于650nm波长的吸光值（A650）。
（四）计算方法
1． 阴性对照平均值（NC）：
NC = A1（A650）+A2（A650）
2． 阳性对照平均值（PC）：
PC = A3（A650）+A4（A650）
3． S/P比值：
S/P = （样品平均值-NC）/（PC-NC）
（五）试验有效性
只有阳性对照平均值和阴性对照平均值的差值大于0.10，阴性对照平均值小于或等于0.150，该检测结果才能有效。如果试验无效，试验中的操作值得怀疑，试验应重做，并应全面地仔细核对各组分。检测样品中是否含有禽白血病病毒J-亚群（ALV-J）的抗体主要由该样的测定值与阳性对照平均值的比值决定。阳性对照已进行标准化处理，含有显著水平的抗禽白血病病毒J-亚群抗体。被检样品的抗体水平主要由其测定值与阳性对照测定值的比值（S/P）确定。抗体滴度按下列方程式进行计算。
（六）结果判定
S/P比值小于或等于0.6，判为阴性。
S/P值大于0.6，判为阳性，表明禽白血病病毒J-亚群（ALV-J）的抗体存在。
（七）规格、贮藏及有效期
480份/盒。试剂盒应4℃保存，到用户手上有效期应≥9个月。
二、禽败血/滑液囊支原体病抗体ELISA检测试剂盒

（一）工作原理：

本试验设计用于检测鸡和火鸡血清中 Mg 抗体的相对水平。本试验用 Mg 抗原包被微孔。被检样品加入包被孔后的孵育阶段，血清样品中的特异性 Mg 抗体与包被的抗原反应，形成复合物。经过洗涤，未结合的物质被去掉。微孔加入酶标抗体，酶标抗体可以与吸附在包被孔内的鸡抗体结合。 反应后进行洗涤，未结合的酶标抗体被洗去。加入酶底物后的颜色反应与血清中 Mg 抗体的数量直接相关。
（二）试剂内容 

1. Mg 抗原包被板：5块

2. Mg 阳性对照血清，含 Mg 抗体，已经稀释，用叠氮化钠保护：1.9ml

3. Mg 阴性对照血清，不含 Mg 抗体，已经稀释，用叠氮化钠保护：1.9ml

4.酶标抗体，（山羊）抗鸡/火鸡抗体-辣根过氧化物酶（HRPO）结合物：50ml

5.样品稀释缓冲液，用叠氮化钠保护：235ml

6. TMB 底物：60ml

7. 终止液
：60
ml

（三）操作步骤

各组分放置至室温（18-25℃），颠倒摇动混合均匀。 

1.  取出包被板，在表上记录样品位置 

2.  加 100  uL 不需稀释的阴性对照至 A1 和 A2 孔。 

3.  加 100uL 不需稀释的阳性对照至 A3 和 A4 孔。 

4.  加 100uL 稀释好的样品至相应的孔。所有被检样品既可采用双孔测定又可采用单孔测定。 

5.  在室温（18-25℃）孵育 30 分钟。 

6.  充分甩去各孔中的液体，用大约 350uL 蒸馏水或去离子水洗涤微孔共 3-5 次。 

7.  每孔加入 100uL 酶标羊抗鸡/火鸡抗体（HRPO）。 

8.  在室温（18-25℃）孵育 30 分钟。 

9.  重复步骤 6。 

10. 每孔加 100uL  TMB 底物溶液。 

11. 在室温（18-25℃）下孵育 15 分钟。 

12. 每孔加 100uL 终止液终止反应。 

13. 在空气中读空白数。 

14. 在 650nm，A（650）测量和记录吸光值。
（四）计算方法
A1 孔 A（650）+  A2 孔 A（650）
1、阴性对照平均值（NCX）=（A1 孔 A（650）+  A2 孔 A（650））/2

2、阳性对照平均值（PCX）=（A3 孔 A（650）+  A4 孔 A（650））/2

3、S/P 值=  （样品 A（650）—  NCX）/（PCX  —NCX）
4．终点抗体滴度（1：500）与 S/P 的关系式：Log10 滴度=1.09（Log10  S/P）+3.36

（五）试验有效性
只有在阳性对照孔所得的均值减去阴性对照孔所得值的均值（PCX-NCX）大于  0.075  时，阴性对照孔所得值的均值小于或等于  0.150  时，测定结果才有效。Mg  抗体的存在与否由样品的  A （650）值对阳性对照的平均值的  S/P  值来决定。阳性对照是标准化的，代表鸡血清的有效抗体水 平。样品抗体的相对水平由样品对阳性的 S/P 比值来决定。终点滴度可以通过后面列出的关系式计 算得出。
（六）结果判定
样品的 S/P 值小于或等于 0.5，判为阴性。样品的 S/P 值大于 0.5（滴度大于 1076），判为阳 性，表明感染过 Mg。每个实验室都应都应建立自己的免疫标准用 FlockChek 试剂盒建立与抗体滴 度相对应的基准线：Mg 当前实验室检测方法和过去的抗体反应。
（七）规格、贮藏及有效期
480份/盒。试剂盒应4℃保存，到用户手上有效期应≥9个月。
包2规格型号及技术指标：

	名称
	规格
	数量

	AMV一步法RT-PCR法
	100次/盒
	2

	合计
	
	2


一、AMV一步法RT-PCR法
(一)试剂盒组成
Components GK2033 GK2034

AMV RT/Taq Mix 20μl 50μl

2×RT-PCR Buffer 0.6ml 1.5ml

20mmol/LMgCl2 0.5ml 1ml

Protocol 1 1

（二）试剂盒说明
本试剂盒包括两个主要组成部分：AMV RT/Taq Mix(RT/Taq Mix)和2×RT-PCR Buffer。
RT/Taq Mix 是一种由AMV 逆转录酶（AMV RT）和Taq DNA 聚合酶组成的混合酶，既适合于
cDNA 合成又可以进行PCR 扩增。RT-PCR Buffer 是一个适合逆转录及PCR 反应的缓冲系统，
其主要成分镁离子、脱氧核苷酸及稳定剂都已经优化。2×RT-PCR Buffer 便于加入任何所
需浓度的引物和模板。本试剂盒提供的试剂足以保证50ul 反应体系的20(GK2033)或
50(GK2034)个反应。
（三）操作流程
1. 加下列组分倒置于冰上的小离心管中。如果同时进行多个反应可将各组分混合到一管中，
然后再分到各个管中。
组分 加入体积 终浓度
2×RT-PCR Buffer 25ul 1×

模板 RNA x ul 10pg~1ug

正义引物（10umol/L） 1ul 0.2umol/L

反义引物（10umol/L） 1ul 0.2umol/L

RT/Taq Mix 1ul

无菌双蒸水至 50ul 至50ul

2. 轻轻混匀，可稍离心确保所有组分都在管底，如需要可在上面覆一层石蜡油，然后进行热
循环。
3. 进行热循环扩增：
1 循环 37~40℃cDNA 合成30~45 分钟
94℃预变性2 分钟
35~40 循环
PCR 扩增
94℃变性15 秒
55~60℃退火30 秒
68~72℃延伸1 分钟/kb

1 循环 72℃延伸5~10 分钟
4. 分析扩增引物。
（四）储存
-20℃ 保存，到用户手上保质期应≥9个月。
包3规格型号及技术指标
	名称
	规格
	数量

	ND 标准抗原
	2mL/瓶
	10

	ND HI阳性血清
	2mL/瓶
	10

	ND HI阴性血清
	2mL/瓶
	10

	马立克琼扩阳性血清
	2mL/瓶
	1

	马立克琼扩抗原
	2mL/瓶
	1

	合计
	
	32


一、ND 标准抗原、阳性血清、阴性血清
*【主要成分】
抗原为灭活的新城疫病毒，血凝效价≥7log2。阳性血清为SPF鸡感染新城疫病毒制备的高免血清，HI效价≥7log2。阴性血清为SPF鸡血清。
*【作用与用途】
用于HI试验检测新城疫抗体。
【操作过程】
1  材料
1.1  96孔V型(90度)微量反应板、单道及多道微量移液器（配有吸头）、加样槽、吸管、烧杯等。
1.2  pH值7.2 0.01mol/L PBS

1.2.1  配制25倍PB  称量2.74g Na2HPO4 和0.79g NaH2PO。H2O，加蒸馏水至100mL；
1.2.2  配制1倍PBS  量取40ml 25倍PB，加入8.5g NaCl，加蒸馏水至1000mL；
1.2.3  用NaOH或HCl调pH值至7.2；
1.2.4  69Kpa 15min高压灭菌或用微孔滤膜过滤除菌。
1.2.5  PBS一经使用，于2～8℃保存不超过3周。
1.3  阿氏（Alsevers）液  称葡萄糖2.05g、柠檬酸钠0.8g、柠檬酸0.055g、氯化钠0.42g，加蒸馏水至100mL，加热溶解后调pH值至6.1，69Kpa 15min高压灭菌，2～8℃保存备用。
1.4  1%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pH值7.2 0.01mol/L PBS液洗涤3次，每次均以3000rpm/min离心5min，洗涤后用PBS配成1%（V/V）红细胞悬液，2～8℃保存备用。
1.5  抗原溶解  冻干的抗原和血清均按瓶签上规格标注的量，用PBS溶解。
2　操作术式
2.1  血凝（HA）试验
2.1.1  在V型微量反应板中，每孔加0.025ml PBS。
2.1.2  第l孔加0.025ml抗原，反复抽打3～5次混匀。
2.1.3  从第1孔吸取0.025ml抗原加入第2孔，混匀后吸取0.025ml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弃去。
2.1.4  每孔加0.025mL PBS。
2.1.5  每孔加入0.025mL 1%（V/V）鸡红细胞悬液。
2.1.6  将反应板在振荡器上震荡1～2分钟或轻扣反应板混合反应物，在室温（20～25℃）下静置20～30分钟或2～8℃ 45～60分钟。在对照孔红细胞显著呈钮扣状时判定结果。
2.1.7  结果判定  将反应板倾斜60度，观察红细胞有无泪珠状流淌，完全无泪珠样流淌(100%凝集)的最高稀释倍数为血凝效价。
2.2  血凝抑制（HI）试验
2.2.1  根据HA试验测定的效价，计算配制4个血凝单位(4HAU)抗原。HA效价除以4即为含4HAU抗原的稀释倍数。例如，HA效价为1:256，则4HAU抗原的稀释倍数应是1:64（256除以4）。
2.2.2  第1～11孔加入0.025mL PBS，第12孔加入0.05mL PBS。
2.2.3  第1孔加入0.025mL血清，充分混匀后吸0.025mL于第2孔，依次对倍稀释至第10孔，从第10孔吸取0.025mL弃去。
2.2.4  第1～11孔均加入0.025mL的4HAU抗原，在室温（20～25℃）下静置30分钟或2～8℃ 50分钟。
2.2.5  每孔加入0.025mL 1%（V/V）的鸡红细胞悬液，震荡混匀，在室温（20～25℃）下静置20～30分钟或2～8℃ 45～60分钟，对照红细胞将呈明显钮扣状沉于孔底。
3  结果判定  以完全抑制4 HAU抗原的最高血清稀释倍数判为该血清的HI效价。当阳性对照血清的HI效价与已知效价误差不超过1个滴度，阴性对照血清效价不高于21og2时，试验方可成立。被检血清HI效价≤31og2判为阴性；＝41og2判为可疑(可疑样品应重检，重检效价≥41og2判为阳性，≤31og2判为阴性)；≥51og2判为阳性。
【规格与包装】
 抗原为2ml/瓶，10瓶/盒；阴、阳性血清为1ml/瓶，10瓶/盒。
【贮藏与有效期】
 -20℃以下保存，到用户手上有效期≥20个月；
二、马立克琼扩阳性血清、抗原
*【主要成分】
 抗原为接种鸡马立克氏病强毒的细胞培养物。阳性血清为感染鸡马立克氏病强毒的SPF鸡制备的高免血清。阴性血清为SPF鸡血清。
*【作用与用途】
用于鸡马立克氏病琼脂扩散试验
【操作过程】
1  琼脂糖平板制备
1.1  铺琼脂  取0.01mol/LpH值7.4PBS 100mL，加入优质琼脂糖1g，氯化钠8g，在水浴中加热融化，加1%叠氮钠1mL，混匀。将无菌平皿（直径9cm）置水平台上，每个平皿倒入融化的琼脂糖约15～20mL，使其厚度为2.5～3mm。注意倾倒时勿产生气泡，置4℃冰箱中保存备用。
1.2  打孔  在琼脂糖板上用直径4～6mm的打孔器打孔，孔间距为3mm。
1.3  封底  将孔中琼脂糖挑出后，将平皿底部置80～90℃水浴旋转数秒钟，或放在酒精灯上微微加热，使孔底琼脂糖稍稍融化而封底。
2  MD沉淀抗原  按标签说明，用PBS液稀释。
3  MD阳性、阴性血清  按标签说明，用PBS稀释。
4  用MD抗原检测受检鸡的血清抗体
4.1  用微量加样器在中心孔加入MD沉淀抗原。
4.2  将受检鸡的血清按顺序逐个地滴加到加样孔中。每加1份血清前，必须换1加样头。
4.3  换1加样头后向空下的加样孔内加入已知MD阳性血清。
4.4  每组孔加样完毕后，盖上平皿盖。所有受检血清加样完毕后，将平皿倒置于湿盒内，置37℃，24小时、48小时各观察1次并纪录结果。
5  用MD阳性血清检测受检鸡的羽髓抗原
5.1  选拔受检鸡含羽髓饱满的羽翅或身体其他部位的大羽（或新生羽）数根（幼鸡约8根，中成鸡约3～5根）将含有羽髓的羽根按鸡的编号分别剪于3分管内。
5.2  每管加2～3滴蒸馏水。
5.3  用玻璃棒将羽根压集于管底，以适当的压力转动玻璃棒，挤压出羽髓后倾斜试管，以玻璃棒引流，将羽髓液导至管口，用微量加样器吸出，间隔滴加到加样孔中，洗净檫干玻璃棒后，再依次处理另1试样。
5.4  换1加样头后向中心孔加入MDV阳性血清。
5.5  换1加样头后向空下的加样孔中加入标准抗原。
5.6  每组孔加样完毕后，盖上平皿盖，所有受检的羽髓材料加样完毕后将平皿倒置于湿盒内，置37℃，24小时、48小时各观察1次并纪录结果。
6  结果判定
6.1  如果受检血清有MD特异性抗体或受检的羽髓中含有MDV抗原，则在抗原孔和抗体孔之间产生肉眼可见的清晰致密的沉淀线，并与标准试剂的沉淀线相互融合，即为阳性反应，不出现沉淀线的为阴性反应。
6.2  有的受检材料可产生1条以上的沉淀线，仍属于阳性反应。
【规格与包装】
 抗原为2ml/瓶，10瓶/盒；阴、阳性血清为1ml/瓶，10瓶/盒。
【贮藏与有效期】
 -20℃以下保存，到用户手上有效期≥20个月；
2～8℃保存，到用户手上有效期≥10个月。
包4规格型号及技术指标

	名称
	规格
	数量

	猪瘟抗体ELISA试剂盒
	5板/盒
	5

	口蹄疫O型抗体ELISA试剂盒
	5板/盒
	4

	高致病性猪蓝耳病抗体ELISA试剂盒
	5板/盒
	2

	口蹄疫亚1型抗体ELISA试剂盒
	200头份/盒
	2

	H5-AIV金标
	30条/盒
	3

	口蹄疫非结构蛋白ELISA试剂盒
	96孔/盒
	25

	合计
	
	41


一、猪瘟病毒(CSFV-Ab)抗体ELISA检测试剂盒
*（一）检测目的：检测抗猪瘟病毒抗体
*（二）检测方法：应用多重诱捕阻断ELISA技术，结合使用了CSFV E2抗原和单克隆抗体。用于检测和评估猪群免疫后CSFV中和抗体水平。
（三）试验原理：
猪瘟病毒抗体阻断ELISA是将经过免疫亲和技术纯化的重组E2糖蛋白包被在酶标板上，如果样品中存在抗E2糖蛋白的抗体，那么在加入辣根过氧化物酶结合的抗E2糖蛋白单克隆抗体以及显色底物后，颜色将不会加深。颜色的OD值和血清样品中抗E2糖蛋白特异抗体的量呈负相关。样品的OD值同阳性对照以及阴性对照比较后得到血清样品中抗体的百分比值。
*（四）、特点：
同NPLA比较： 敏感度≥97.7%，特异性≥99.2%

*（五）、试剂盒内容：
1、CSFV E2糖蛋白包被板          5块         

2、10倍洗液                     200毫升
3、血清稀释液                    50毫升       

4、酶结合抗体                    50毫升
5、阳性血清对照                  0.6毫升       

6、阴性血清对照                  0.6毫升
7、显色底物                     60毫升        

8、终止液                       30毫升
（六）、操作步骤：
1、实验前的准备及加样
①使用前所有试剂盒组都必须恢复到室温（18℃-25℃），试剂应轻轻旋转或振荡均匀。
②将10洗液进行10倍稀释
③取出抗原反应板，在记录表上记录阴阳对照，样品的位置。 

④分别在每孔加人50μl稀释液，然后加阳性和阴性对照，待检血清各50μl，贴上封板膜，置37℃孵育1小时，或室温（15-27℃）过夜。
2、洗板及加试剂
①小心揭掉封板膜，弃去各孔中液体，拍净。每孔加满洗液300μl，洗3次，最后在吸水纸上拍净。
②每孔加入酶结合物100μl，置室温孵育30分钟。
③重复①.

④每孔加入底物100μl，置室温孵育15分钟.

3、读数
每孔加入终止液50μl，轻振混匀，置酶标仪450 nm波长处测定各孔OD450值.

（七）、结果判定
1、试验结果同时符合下列条件，方为有效：
   阴性值＞0.5

   阳性值＜0.2

2、判定标准：
   ①样品竞争值的计算方程式：
     样品竞争值（%PC）=【（阴性OD值-样品OD值）/（阴性OD值-阳性OD值）】×100

   ②竞争值＜40判为阴性；没有保护力；
     竞争值≥40判为阳性；
   ③ 如果结果可疑，检查样品有无污染或者重检；
   ④ 如果重检结果依然可疑，应结合猪场流行病学情况，重新采样并检测。
二、口蹄疫病毒O型（FMDV-O）抗体检测试剂盒
*（一）检测目的：检测抗口蹄疫病毒O型抗体
*（二）检测方法：阻断ELISA，检测O型中和抗体，用重组FMDV rP13C蛋白粒子包被，抗VP1蛋白A位点单抗为酶标抗体。在免疫地区能够用来做抗体监测和免疫效果评估。适用对象包括猪、牛、山羊以及绵羊等。
（三）试剂盒组成：
1、FMDV  O型rP13C蛋白包被板          5块         

2、10倍洗液                           200毫升
3、样品稀释液                          50毫升       

4、HRPO酶标抗体                       50毫升
5、阳性血清对照                        0.5毫升       

6、阴性血清对照                        0.5毫升
7、TMB底物液                           60毫升        

8、终止液                              30毫升
（四）注意事项：
1、使用之前请仔细阅读使用说和操作明；
2、试剂盒储存条件：2-8℃；
（五）实验前准备：
1、 洗液10倍稀释：如20ml洗液，加入180ml去离子水混匀，备用。
2、 TMB底物：使用前恢复到室温，因为低温可能导致不显色。
（六）操作步骤：
1、 使用前将试剂盒所有组件恢复到室温，取出抗原包被板；
2、 标记好样品、阳性对照和阴性对照，每孔加入样品稀释液80ul，然后加入样品血清、阳性对照、阴性对照各20ul；
3、 室温孵育60分钟；
4、 洗板：每孔加入洗涤液300ul ，洗涤3次，最后在吸水纸上拍干；
5、 每孔加入100ul酶标抗体，室温孵育60分钟；
6、 重复步骤4，洗涤3次；
7、 每孔加入TMB底物反应液100ul，室温暗处放置15分钟；
（七）读数：
每孔加入50ul终止液，在酶标仪450nm波长处读数。
（八）结果判定：
1、实验有效性判定
阴性对照OD值≥0.6

阳性对照OD值≤0.3

2、判定标准：
1 SN值的计算方程式：
SN=【样品值/阴性值】
SN值≤0.60  判为阳性； 

SN值＞0.60  判为阴性； 

注：如果检测结果可疑，对样品进行再次检测；
三、高致病性猪蓝耳病抗体检测试剂盒
*（一）检测目的： 

    检测高致病性猪蓝耳病抗体
*（二）检测方法：
间接ELISA

*（三）、试剂盒内容：
酶标板5块
洗液*10：250mL

样本稀释液*3：100mL

酶标复合物：30mL

底物：30mL

终止液：30mL

阳性对照：2.2ml

阴性对照：2.2ml

盖膜：10块
（四）、操作步骤：
所有试剂回到室温
阴阳性对照不要稀释，样品要进行200倍稀释。、
阴阳性对照必须是双孔。
加50ul阳性对照、阴性对照、及稀释的样品到反应板中。
盖膜，37℃作用60分钟
去膜，用300ul洗液洗涤3遍，拍干
在每个孔中加入50ul酶标抗体。
盖膜，37℃作用60分钟。
去掉膜，用洗液（300ul）洗3次，拍干。
加入50ul底物，20-25℃作用10分钟。
加入50ul终止液，混匀。
10-15分钟之内在450nm下读数并记录结果。
（五）、结果判定
阳性对照平均值OD应大于0.6，且阳性对照/阴性对照平均值大于4.0

结果用IRCP表示：
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四、口蹄疫亚1型抗体ELISA试剂盒
*（一）检测目的： 

    检测口蹄疫亚1型抗体
*（二）检测方法：
液相阻断ELISA

*（三）操作步骤：
1. ELISA板包被
用包被缓冲液稀释口蹄疫病毒兔抗血清（保存于-20℃）至工作浓度（1:1000），在ELISA板（试剂盒内的塑料平底板）上每孔加入50 uL，振荡，封板或置湿盒内，室温过夜。
2. 待检血清包被
根据下图的布局，在U型反应板上（试剂盒内的塑料Ｕ型板）进行如下操作。
（1）待检血清加样
①A1-A10（第一行）和E1-E10（第五行），每孔加入94.75 uL PBST溶液；1-10列的其他孔加入50 uL/孔 PBST溶液；
②A1-A10（第一行）和E1-E10（第五行），每孔加入6.25 uL待检血清，并以50 uL的量往本列的下方做倍比稀释；A1稀释至D1，A2稀释至D2，E1稀释至H1，以此类推；
（2）阳性对照血清加样
①Ａ11加入75 uL PBST，B11-H11加入50 uL PBST；
②A11加入25 uL阳性对照血清（试剂盒配有，出厂浓度为1:23），以50 uL倍比稀释至H11；
（3）阴性对照血清加样
①A12、B12孔加入50 uL/孔 PBST；
②A12加入50 uL阴性对照血清，50 uL倍比稀释至B12；（4）加病毒抗原
①从-20℃取出口蹄疫病毒抗原；
②确认口蹄疫病毒抗原（5 mL/瓶）、试剂盒外包装和试剂盒内说明书，三者的生产批号必须一致；
③口蹄疫病毒抗原融化摇匀，按试剂盒说明书的比例，用PBST进行稀释，摇匀后倒入V型槽；
④U型板中加入稀释后的病毒抗原50 uL/孔；
⑤E12-H12每孔继续补加稀释后的病毒抗原50 uL/孔；
（5）振荡摇匀，标记板号，封板，4℃过夜。
3. U型板液体转移到ELISA板
（1）用PBST洗ELISA板5次，在吸水纸上拍干；
（2）从U型板中按顺序依次转移到ELISA板中，每孔50 uL；
（3）在ELISA板上誊抄U型板板号，封板，37℃孵育1小时；
4. 加口蹄疫病毒豚鼠抗血清
（1）用PBST洗ELISA板5次，在吸水纸上拍干；
（2）用豚鼠抗血清稀释液，稀释口蹄疫病毒豚鼠抗血清，至工作浓度（见口蹄疫病毒豚鼠抗血清管壁）；
（3）ELISA板中加入稀释后的口蹄疫病毒豚鼠抗血清，50 uL/孔；
（4）封板，37℃孵育1小时；
5. 加兔抗豚鼠酶结合物
（1）用PBST洗ELISA板5次，在吸水纸上拍干；
（2）用PBST稀释兔抗豚鼠酶结合物，至工作浓度（1:500），50 uL/孔；
（3）封板，37℃孵育1小时；
6. 显色反应
（1）用PBST洗ELISA板5次，在吸水纸上拍干；
（2）每孔加入50 uL底物溶液（务必加双氧水！），
（3）37℃孵育15分钟；
7. 终止反应，读数
每孔加入50 uL终止液，立即在492 nm波长下读取OD值。
8. 计算临界值
　　抗原对照孔为E12-H12，共4孔。弃去OD值最高和最低的2孔，计算剩余2孔德平均OD值，再除以2，即50%对照值。
　　该值即为临界值，表示阻断50%反应的对照OD值。
9. 效价的计算方法
　　以临界值为尺度，度量每份样品OD值的变化。每份样品，孔OD值=临界值时，所在孔的稀释度，即为样品的抗体滴度。
　　若临界值处于两个稀释孔的OD值之间，则取这两孔滴度的中间值。如位于孔1:25和孔1:26之间，则滴度为1:25.5。
　　10. 试验有效性验证
4孔抗原对照孔，OD值必须在1.0-2.0之间；
阳性对照血清抗体效价应在1:29-1:210；
阴性对照血清抗体效价应小于1:23；
11. 结果判定
具体动物、具体口蹄疫血清型抗体的阳性判定标准，根据国家当年相关标准执行。
*（四）规格、贮藏及有效期
10板/盒。试剂盒应4℃保存，到用户手上有效期应≥5个月。
五、禽流感H5亚型金标
试剂原理
试剂板表面有两条线，一条为“T”线，代表检测线(禽流感H5亚型病毒)；另一个是“C”，代表对照线。在加入样品之前，两条线应该是看不见的。对照线用于操作的对照作用。如果试验操作正确，并且对照线中的试剂还有效，对照线应该出现。如果样品中含有足够量H5亚型禽流感病毒，检测结果为出现两条紫色的检测线。
试验中,H5亚型禽流感病毒单克隆抗体用作捕获材料和检测材料，这可确保试剂板高度精确地检测到粪便样品中的高致病性H5亚型禽流感病毒。
*试剂盒成分（25次试验/盒）
1) 25块快速H5禽流感病毒抗原测试板
2) 25支样品采集管，含稀释液
3）25支采样拭子
4) 25支一次性滴管
5) 使用说明书
*储存和稳定性
试剂盒可以在室温下或冰箱中储存（2-30℃），但对潮湿和高温敏感。不要使用过期的试剂。避免冷冻。避免阳光直接照射。
样品采集和准备 (参照详细的图例)

1） 用泄殖腔拭子从直肠采集粪便组织作为样品。
2） 如果采集的样品不马上检测，应该放置在2-8℃冰箱中保存，如果超出48小时，以-20℃以下冰冻保存。
检测步骤
1） 用泄殖腔拭子从直肠采集粪便组织作为样品。
2） 把采集到粪便的拭子插入到含有稀释液的样品管。
3） 充分混合，使粪便样品溶解。
4） 将试管静置，使大颗粒沉降到试管底部。
5） 把密封的试剂板从密封箔袋中取出，放到干燥平稳的桌面。
6)  用一次性滴管，从试管萃取液的上层吸取样品。
7） 加4-5滴样品到样品孔。
8)  当试验开始反应，你可以看到紫色在结果视窗中央移动。
9)  20-30分钟内判定结果。
结果的解释
1）在结果视窗的右边出现色带，表明试验操作正确。这个色带为对照线（C）。
2）视窗的左边的部分为试验结果，如果在视窗的左边出现色带，这个色带为检测线(T)。
1)禽流感H5亚型病毒阳性反应
出现2条色带（T、C），说明是禽流感H5亚型阳性。
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2)阴性反应
只出现一条色带（C），说明是阴性结果。
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3)无效试验
如果对照C色带不出现，说明试验无效，应该重新检测。
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*检测的交叉反应
检测线“T”用单克隆抗体做捕获材料，专一检测H5亚型禽流感病毒抗原，与其它亚型（H1-H4，H6-H15）不会产生交叉反应。
有效期
到用户手上有效期应≥5个月。
六、口蹄疫非结构蛋白ELISA试剂盒
用途 

    猪、牛、羊及其它动物口蹄疫病毒（FMDV）感染的检测与检疫，口蹄疫病毒灭活疫苗免疫与自然感染的鉴别诊断等。 

原理 

口蹄疫病毒（FMDV）非结构蛋白（NS）是病毒在复制过程中产生的蛋白。在自然感染的

情况下，动物会产生抗非结构蛋白的抗体。通过检测血清中口蹄疫病毒非结构蛋白抗体，可以区分自然感染动物与灭活疫苗免疫的动物，从而确定动物群体中口蹄疫病毒的感染情况。 

本试剂盒采用阻断 ELISA方法检测血清中的口蹄疫病毒非结构蛋白抗体（IgG和 IgM）。

在聚苯乙烯微孔酶标板上，包被基因工程表达的口蹄疫病毒非结构蛋白。待检血清中 FMDV-NS抗体与包被抗原结合，从而阻断 HRP标记的 FMDV-NS单克隆抗体与包被抗原的反应，再加TMB底物作用显色，在酶标仪 450nm处测定各孔 OD值，计算各样品的阻断率，判定结果。 

试剂盒组成 

名     称：数    量 

1． FMDV抗原包被板         1块（8 × 12孔）

2． 20倍浓缩洗涤液            1瓶（30ml） 

3． FMDV阴性对照            1支（1.6 ml） 

4． FMDV阳性对照            1支（1.2 ml） 

5． FMDV样品稀释液        1瓶（15 ml） 

6． FMDV酶结合物液         1瓶（12 ml） 

7． 底物液 A        1瓶（8 ml） 

8． 底物液 B       1瓶（8 ml） 

9． 终止液          1瓶（8 ml） 

10．一次性封板膜       2张 

11．自封袋（干燥剂）     1个 

12. 说明书  1张 

操作步骤 

使用前所有试剂应恢复至室温（20℃～30℃），试剂应轻轻旋转或振荡混匀。 

1． 取出 FMDV抗原反应板，在记录表上记录阳性对照、阴性对照和样品的位置； 

2． 分别在相应孔中加入阳性对照（2孔）和阴性对照（3孔）原液（不用稀释）、稀释好的

待检血清各 100?l。充分混匀后，贴上封板膜，置 37℃孵育60分钟； 

3． 小心揭掉封板膜，弃去各孔中液体、拍净。每孔加满洗涤液，静置约 30秒，重复洗涤 5次，最后在吸水纸上拍净； 

4． 每孔加入酶结合物液 100?l，贴上封板膜，置 37℃孵育 30分钟； 

5． 重复步骤 3； 

6． 每孔加入底物液 A 50?l，再加入底物液 B 50?l，轻振混匀，置 37℃避光显色 10分钟； 

7． 每孔加入终止液 50?l，轻振混匀，置酶标仪 450nm波长处测定各孔OD450值。 

结果判定 

1. 试验结果同时符合下列条件，方为有效： 

①阴性对照OD450平均值－阳性对照OD450平均值应≥0.6；  

②阳性对照阻断率均≥55%； 

2.阻断率（Inh%）的计算 ： 

Inh%=（阴性对照孔OD450均值－样品孔OD450值）/ 阴性对照孔OD450均值×100% 

3.结果判定： 

（1）猪血清样品 

① 被检样品 Inh%≥30%，判为 FMDV-NS抗体阳性； 

② 被检样品 20%≤Inh%＜30%，判为 FMDV-NS抗体可疑；  

③ 被检样品 Inh%＜20%，判为 FMDV-NS抗体阴性。  

（2）牛、羊以及其它动物血清样品 

  ① 被检样品 Inh%≥40%，判为 FMDV-NS抗体阳性； 

  ② 被检样品25%≤Inh%＜40%，判为 FMDV-NS抗体可疑； 

  ③ 被检样品 Inh%＜25%，判为 FMDV-NS抗体阴性。 

4.结果解释 

FMDV-NS抗体阳性，说明该动物曾感染口蹄疫病毒； 

FMDV-NS抗体可疑，说明该动物可能感染口蹄疫病毒； 

FMDV-NS抗体阴性，说明该动物未感染口蹄疫病毒（急性发病期除外）。
包5  规格型号及技术指标：
	名称
	规格
	数量

	全病毒核酸提取试剂盒（无细胞体系）
	100头份/盒
	5

	合计
	
	5


一、病毒核酸提取试剂盒
（一）试剂要求
*室温保存                                         

*适用样本：200ul血浆，血清，体分泌物或细胞培养物上清液
*规格：100头份/盒
（二）试剂原理：
病毒核酸提取试剂盒能够简单快速地提取病毒的DNA或RNA。其主要是先使用裂解液破坏病毒的外套膜，在高盐的条件下DNA或RNA会吸附于管柱内的质膜上。洗涤除去杂质后再用洗脱液或水提取DNA或RNA。当检测的RNA病毒的浓度低时，所附带RNA carrier可帮助RNA吸附于质膜上提高RNA片段的回收率。所提取出的DNA或RNA可立即用于RT-PCR、PCR、Real-time PCR等分子生物实验。使用此试剂盒不需要苯酚/氯仿提取，也不需要用酒精沉淀，操作时间短。
*（三）试剂构成
VB Lysis Buffer           60ml

AD Buffer(浓缩液)1       8ml

W1 Buffer               50ml

Wash Buffer(浓缩液)2     25ml

RNase-free Water         6ml

VB 柱                  100 个
2ml 收集管             200 个
*（四）操作过程
1.使用前，在AD Buffer瓶子里加入60ml 酒精（96－100％）
2.使用前，在Wash Buffer瓶子里加入100ml 酒精（96－100％）
	第一步
裂解
	1．取200ul样本加入一个离心管中（未提供），如果样本不够200ul，用PBS(未提供)补充到200ul。
2．取400ulVB Lysis Buffer加入样本管中，混匀，振荡。
3．室温放置10分钟

	第二步
吸附

	1． 取一根VB柱放入一根2ml收集管中。
2． 取450ulAD Buffer(已加入酒精)加入样本管中，迅速振荡
3． 取600ul上述振荡液加入VB柱，13000rpm离心1分钟
4． 将收集管中的液体丢弃，取剩余的振荡液加入VB柱；13000rpm离心1分钟
5． 丢弃收集管，将VB柱加入一个新的收集管

	第三步
洗脱
	1． 取400ul W1 Buffer加入VB柱；13000rpm离心30秒
2． 将收集管中的液体丢弃，VB柱放回收集管
3． 取600ul Wash Buffer（已加入酒精）加入VB柱；13000rpm离心30秒
4． 将收集管中的液体丢弃，VB柱放回收集管；13000rpm离心1分钟

	第四步
溶解
	1． 将VB柱加入一个新的离心管中（不含RNA酶）
2． 取50ul RNase－free water加入VB柱中心处
3． 放置3分钟，直到水被吸收
4． 8000rpm离心2分钟，收集纯化好的核酸


（五）有效期
到用户手上有效期应≥5个月。
1、中标方应提供产品的原厂证明或生产厂家供货确认函、出厂检验报告或合格证书；
2、在保质期内，须按合同条款提供免费服务，非因操作不当造成试剂损坏由中标人负责包换。
