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牛副结核病酶联免疫吸附试验操作规程
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范围

本标准规定了牛副结核病酶联免疫吸附试验检测方法!

本标准适用于牛副结核病抗体的检测!
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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$然而$鼓励根据本标准达成协议的各方研究

是否可使用这些文件的最新版本!凡是不注日期的引用文件$其最新版本适用于本标准!
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分析实验室用水规格和试验方法%
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试验材料
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试剂

(((副结核分支杆菌抗原包被板)

(((阳性对照血清)

(((阴性对照血清)

(((辣根过氧化物酶%

123.

&标记的二抗抗体)

(((样品稀释液)

(((洗板液)

(((
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底物溶液)

(((终止液!

试剂盒应于
&5

"

65

保存!使用前需将其恢复至室温%

&75

"

&85

&$并混合均匀!
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待检血清

按常规方法采血并分离血清$置
95

冰箱中备用$如需长期保存$应置于
:&75

冰箱中!
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设备和材料
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适用于
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孔微量反应板的酶标仪!
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振荡器!
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量筒!
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单道移液器%
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用于稀释样本的
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孔微量反应板!
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冰箱!
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操作程序
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待检血清的稀释

被检血清按所选试剂盒要求稀释$在振荡器上充分混匀后$备用!
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对照的设置

将阳性对照血清和阴性对照血清按所选试剂盒要求稀释后$分别加至包被板的相应孔中$并作好

记录!

(0#

!

加样

在包被板的其他相应孔中按所选试剂盒要求加入工作浓度的被检样品$并作好记录!
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感作

将包被板在振荡器上充分混匀后$按所选试剂盒要求的温度和时间进行感作!
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洗板
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洗液的稀释

用蒸馏水将浓缩洗板液稀释成工作浓度$混匀备用!稀释用蒸馏水应符合
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的要求!
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洗板

弃掉包被板各孔的液体$每孔加入约
/77

#

<

工作浓度的洗板液$按所选试剂盒要求的次数清洗微

孔!最后一次清洗后$将包被板在吸水纸上轻拍$以去掉孔内剩余的液体!
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加酶标结合物

按所选试剂盒要求$每孔加入工作浓度的辣根过氧化物酶%
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&标记的抗体!
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感作

将包被板在振荡器上混合均匀后$按所选试剂盒要求温度和时间进行感作!
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洗板

重复
8080&

的操作!

(0*

!

加底物

按所选试剂盒要求$每孔加入
#4"

底物溶液!

加入底物后$应观察所有孔内的颜色变化是否正常!不正常的颜色变化包括"孔内出现点状或片状

的沉淀物!如果出现这种情况$这个孔的样品检测为无效!

(0&"

!

感作

从加完第一孔开始计时$将包被板置于符合温度要求的黑暗处$按所选试剂盒要求的时间进行

感作!
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加终止液

按照加入底物的顺序$每孔按所选试剂盒要求加入终止液$终止颜色反应!
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测定
!"

值

酶标仪以空气作为空白对照$按所选试剂盒要求的波长$测量和记录样品和对照的吸光度值%
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值&!吸光度值的测定应在加完终止液后的
&;=)

"

&7;=)

内进行!
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试验有效性检测

按所选试剂盒要求$进行试验有效性的检测!如果测定结果无效$应该检查操作后重新检测!
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结果计算和判定

按所选试剂盒要求$进行结果的计算和判定!
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