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前 言

本标准规定了犬型钩端螺旋体的检测方法。

本标准由中华人民共和国科学技术部提出并归口。

本标准起草单位:中国实验动物学会。

本标准主要起草人:范薇。
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中华 人 民共 和 国国 家标准

实验动物 钩端螺旋体检测方法
GB/T 14926.46- 2001

Laboratory animal-Method for examination of Leptospira sp.

范围

本标准规定了实验动物钩端螺旋体的检测方法。

本标准适用 于犬型钩端螺旋体 的检测 。

2 引用标准

    下列标准所包含的条文，通过在本标准中引用而构成为本标准的条文。本标准出版时，所示版本均

为有效。所有标准都会被修订，使用本标准的各方应探讨使用下列标准最新版本的可能性。

    GB/T 14926.42-2001 实验动物 细菌学检测 标本采集
    GB/T 14926.43-2001 实验动物 细菌学检测 染色法、培养基和试剂

    GB/T 14926.50-2001 实验动物 酶联免疫吸附试验

原理

    钩端螺旋体抗原与待检血清中的特异性抗体结合，产生凝集反应和形成抗原抗体复合物。此抗原抗

体复合物仍保持其抗原活性，可与相应的第二抗体酶结合物结合。在酶的催化作用下底物发生反应，产

生有色物质。颜色反应的深浅与待检血清中所含有的特异性抗体的量成正比。

主要设备和材料

普通恒温培养箱。

实体显微镜。

恒温水浴箱。

高速离心机。

超声波细胞粉碎器。

酶标仪 。

微量加样器，容量 5̂ 50 IL和50-200 WL,

培养基及试荆

4

41
42
4.3
44
4.5
46
4.7

5
犬型钩端螺旋体标准抗原

标准阳性血清。

标准阴性血清

生理盐水。

ELISA抗原

  钩端螺旋体培养
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    各群钩端螺旋体标准株接种Korthof培养基，28 C培养5-7 d,

5.5.2 生长良好的培养物用 10 000 r/min离心30 min，沉淀用PBS在相同条件下洗2次。

5.5.3 上述沉淀用PBS悬浮，超声波打碎后，10 000 r/min离心20 min，上清即为ELISA抗原。

5.6 酶结合物

    辣根过氧化物酶标记羊或兔抗犬馆G抗体，辣根过氧化物酶标记葡萄球菌蛋白A(SPA)

5.7 阳性血清

    钩端螺旋体免疫SPF犬所获得的血清，或自然感染后所获得的血清。

5.8 阴性血清

    无钩端螺旋体感染犬血清。

5.9 其他试剂溶液的配制见GB/T 14926.50-2001,

检测方 法

6.1 试管凝集实验

6.1门 检测 程序

6.1.2 操作步骤

6.1.2.1 采样

    采血、分离血清。

6门.2.2 血清稀释

    参照表1进行。

    将待检血清以56℃水浴灭活30 min后备用。取96孔板，第1孔加人生理盐水0. 16 mL，以后每孔

加人生理盐水0. 1 mL，一直加到第9孔。在第 1孔中加人血清0.04 mL,混匀后，吸取0. 1 mL到第2

孔，如此类推，直到第9孔，弃去。.1 ML.
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6，.2.3 对照

    另标明10,11,12孔，第 10孔加人阴性血清。.1 ml，第 11孔加人阳性血清0. 1 mL，第12孔加人

生理盐水。1 mL,

6.1.2.4 加人抗原

    将各孔加人标准抗原0. 1 mL,混匀，此时各孔血清稀释度为 1，10,1，20,1，40,1，80,1，160,

1:320,1:640,1:1 280,1:2 560。具体操作见表1。置37'C温箱2h，取出后摇匀，用接种环挑取各孔

中的反应物置于载玻片上，在暗视野下观察结果。

                            表1 钩端螺旋体定量显凝试验操作方法

6.12.5 结果判定

    ++++:几乎全部钩端螺旋体呈鳅鲜状或折光率高的团块，或有大小不等的点状或块状残片，仅

              有少数游离的钩端螺旋体。

    十++:75%的钩端螺旋体被凝集，大部分呈块状或蜘蛛状，尚有25%菌体游离。

    ++:50%左右的钩端螺旋体被凝集，尚有500o菌体游离。

    +:25%左右的钩端螺旋体被凝集，尚有750o菌体游离。

    一:全部菌体正常，分散，无凝集块，菌数与对照相同。

    待检血清凝集效价在1:20达到“++”或以上时，均判为阳性反应。

6.2 酶联免疫吸附试验(ELISA)

6.2. 1 包被抗原

    根据滴定的最适工作浓度，将抗原用包被液稀释。每孔100 IL,置37'C 1 h后再4℃过夜。

6.2.2 用洗涤液洗5次，每次3 min，叩千。

6.2.3 加样

    待检血清和阴性、阳性血清分别用稀释液做1:40稀释，每孔100 1,L,370C 1 h，洗涤同上。

6.2.4 加酶结合物

    用稀释液将酶结合物稀释至适当浓度，每孔加人100 pL,37 C 1 h，洗涤同上。
6.2.5 加底物溶液

    每孔加人新配制的底物溶液100 I}L，置37C,避光显色10.15 min,
6.2.6 终止反 应

    每孔加人终止液50匹。
6.2.7 测A值

    在酶标仪上，于490 nm处读出各孔A值

6.2.8 结果判定

    在阴性和阳性血清对照成立的条件下，进行结果判定。

6.2-8.1 同时符合下列2个条件者，判为阳性。

    a. 待检血清的A值)0. 2 ;

    b. 待检血清的A值/阴性对照血清的A值)2. 1 e

6.2.8.2 均不符合上述 2个条件者，判为阴性。
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6.2.8.3 仅有1条符合者，判为可疑，需重试。如为阳性则判为阳性。

6.2-8.4 对阳性结果需重试，如再为阳性则判为阳性。

7 结果报告

凡符合上述各项 检测结果者作出 阳性报告 ，不符合者作 出阴性报告 。
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