附件3（略）

附件4（略）

附件5
说明书和标签

一、非洲猪瘟病毒ELISA抗体检测试剂盒说明书和内包装标签

（一）非洲猪瘟病毒ELISA抗体检测试剂盒说明书
兽用
【兽药名称】
通用名  非洲猪瘟病毒ELISA抗体检测试剂盒
商品名  无
英文名  ELISA Kit for Antibody Detection Against African Swine Fever Virus
汉语拼音  Feizhouzhuwen Bingdu ELISA Kangti Jiance Shijihe
【主要成分与含量】
	试剂盒组分
	数量

	抗原包被板
	1块（96孔/块）
	2块（96孔/块）
	5块（96孔/块）

	酶标试剂
	1瓶（12ml/瓶）
	1瓶（25ml/瓶）
	1瓶（60ml/瓶）

	阳性对照
	1瓶（1ml/瓶）
	1瓶（2ml/瓶）
	1瓶（5ml/瓶）

	阴性对照
	1瓶（1ml/瓶）
	1瓶（2ml/瓶）
	1瓶（5ml/瓶）

	样品稀释液
	1瓶（50ml/瓶）
	1瓶（100ml/瓶）
	1瓶（250ml/瓶）

	20×浓缩洗涤液
	1瓶（50ml/瓶）
	1瓶（100ml/瓶）
	1瓶（250ml/瓶）

	显色剂A液
	1瓶（6ml/瓶）
	1瓶（12ml/瓶）
	1瓶（30ml/瓶）

	显色剂B液
	1瓶（6ml/瓶）
	1瓶（12ml/瓶）
	1瓶（30ml/瓶）

	终止液
	1瓶（6ml/瓶）
	1瓶（12ml/瓶）
	1瓶（30ml/瓶）

	密封袋
	1个
	1个
	1个

	封板膜
	2张
	4张
	10张


【性状】  抗原包被板  系用铝箔袋包装，包装袋密封良好。
酶标试剂  红色澄清液体。
阳性对照  红色澄清液体。
阴性对照  淡黄色澄清液体。
样品稀释液  绿色澄清液体。
20×浓缩洗涤液  无色澄清液体，或有少量结晶沉淀。
显色剂A液  无色澄清液体。
显色剂B液  无色澄清液体。
终止液  无色澄清液体。
【作用与用途】  用于检测猪血清或全血样品中的非洲猪瘟病毒p30蛋白抗体。
【用法与判定】
1  预备步骤
1.1  平衡  所有试剂使用前应平衡至20～30℃，试验前将液体试剂轻轻振荡混匀，使用后立即密封放回2～8℃保存。
1.2  洗涤液配制  将20×浓缩洗涤液用蒸馏水、纯化水或去离子水20倍稀释后备用。
2  操作步骤
2.1  编号  将样品对应微孔按序编号，每板应设阴性对照（NC）2孔，阳性对照（PC）3孔和空白对照1孔（用双波长检测可不设空白对照孔）。
2.2  样品稀释  取待检样品用样品稀释液作100倍稀释（396µl样品稀释液中加入待检样品4µl，充分混匀）。
2.3  加样  分别在相应孔中加入稀释的待检样品各100µl，阴、阳性对照各100µl，轻轻振荡混匀。
2.4  温育  用封板膜封板后，置37℃温育30分钟。
2.5  洗板  小心揭掉封板膜，洗板。
机洗  用洗板机洗涤5遍，最后一次洗涤后在吸水纸上拍干。
手洗  弃去反应液，每孔加入稀释后的洗液300μl，浸泡30秒，甩弃洗液。如此反复连续洗板5次，最后一次洗涤后在吸水纸上拍干。
2.6  加酶  每孔加入酶标试剂100µl，空白对照孔除外。
2.7  温育  同2.4。
2.8  洗板  同2.5。
2.9  显色  每孔依次加入显色剂A、B液各50µl，轻轻振荡混匀，37℃避光温育15分钟。
2.10  终止  每孔加终止液50μl，轻轻振荡混匀，10分钟内测定吸光度（A）值。
2.11  测定  
双波长测定（推荐使用）  设定双波长450nm/600～650nm，测定各孔A值。A450nm减去A600～650nm为样品或阴、阳性对照的A值。
单波长测定  设定酶标仪波长于450nm处，测定各孔A值。减去空白对照孔A值后为样品或阴、阳性对照的A值。
3  结果判定
3.1  试验有效性判定  阴性对照孔A值均应＜0.10，阳性对照孔A值均应为0.70～1. 00，否则试验无效，应严格按照说明书重新检测。
3.2  计算方法  S/P值=样品A值/阳性对照A值均值。
3.3  判定方法
3.3.1  如果S/P值≥0.50，判为非洲猪瘟病毒抗体阳性。
3.3.2  如果S/P值＜0.40，判为非洲猪瘟病毒抗体阴性。
3.3.3  如果0.40≤S/P值＜0.50，判为非洲猪瘟病毒抗体可疑。对判定为可疑的样品，需对样品重新检测，如为阳性或可疑判为阳性，如为阴性判为阴性。
【注意事项】  （1）本品仅用于体外诊断，请在20～30℃环境下严格按说明书操作，严格控制反应温度和反应时间。
（2）不同批号、不同品种试剂请勿混用，过期试剂请勿使用；避免在有挥发性物质及次氯酸类消毒剂（如84消毒液）的环境下进行操作。
（3）待检样品尽量避免反复冻融、长菌，以免影响检测结果；各种试剂使用前需先混匀，部分溶液（如洗涤液等）如有结晶析出，轻微加热或摇匀溶解后不影响使用。
（4）包被板不能一次用完时，将剩余板条和干燥剂同时放入密封袋内封存，置2～8℃可短期保存；封板膜请勿重复使用。
（5）请使用校准移液器操作，以保证检测结果的准确性；加入不同样品或不同试剂组分时，应更换吸头和加样槽，避免交叉污染。
（6）洗涤时各孔需注满洗涤液，防止孔内有游离酶不能洗净；机洗时应注意洗板机洗液头是否通畅，以免洗、吸头堵塞造成洗板不彻底影响检测结果。
（7）显色时先加显色剂A液后加显色剂B液，以免影响检测结果；终止液为稀硫酸，使用时需注意安全。  
（8）结果判定必须以酶标仪读数为准，并在终止后10分钟内读数；读取结果时，应保持酶标板底部洁净，且孔内无气泡，不要触碰孔底部的外壁，指印或划痕都可能影响板孔的读值。
（9）所有样品、废液、阳性对照等均按传染性污染物进行无害化处理，121℃高压蒸汽灭菌30分钟或用5.0g/L次氯酸钠等消毒剂处理30分钟。
（10）对判定为可疑的样品，如条件允许，可经间接免疫荧光方法进行复核确诊。
【规格】  （1）96孔/盒  （2）192孔/盒  （3）480孔/盒
【贮藏与有效期】  2～8℃保存，有效期为18个月。
【批准文号】
【生产企业】
仅供兽医诊断使用
（二）非洲猪瘟病毒ELISA抗体检测试剂盒内包装标签
兽用
非洲猪瘟病毒ELISA抗体检测试剂盒
	1（2、5）块/盒
	
	  批准文号：

	
	
	   批    号：

	
	
	有效期至：


【用法与判定】  按照产品说明书所示方法进行。
【贮藏与有效期】  2～8℃保存，有效期为18个月。
【生产企业】  
仅供兽医诊断使用
兽用
抗原包被板
	96孔/块
	
	

	
	
	批    号：

	
	
	有效期至：


【用法与判定】  按照产品说明书所示方法进行。
【贮藏与有效期】  2～8℃保存，有效期为18个月。
【生产企业】  
仅供兽医诊断使用
兽用
酶标试剂
	12（25、60）ml/瓶
	
	

	
	
	     批    号：

	
	
	     有效期至：


【用法与判定】  按照产品说明书所示方法进行。
【贮藏与有效期】  2～8℃保存，有效期为18个月。
【生产企业】
仅供兽医诊断使用
兽用
阳性对照
	1（2、5）ml/瓶
	
	

	
	
	     批    号：

	
	
	有效期至：


【用法与判定】  按照产品说明书所示方法进行。
【贮藏与有效期】  2～8℃保存，有效期为18个月。
【生产企业】  
仅供兽医诊断使用
兽用
阴性对照
	1（2、5）ml/瓶
	
	

	
	
	      批    号：

	
	
	      有效期至：


【用法与判定】  按照产品说明书所示方法进行。
【贮藏与有效期】  2～8℃保存，有效期为18个月。
【生产企业】  
仅供兽医诊断使用
兽用
样品稀释液
	50（100、250）ml/瓶
	
	

	
	
	批    号：

	
	
	    有效期至：


【用法与判定】  按照产品说明书所示方法进行。
【贮藏与有效期】  2～8℃保存，有效期为18个月。
【生产企业】  
仅供兽医诊断使用
兽用
20×浓缩洗涤液
	50（100、250）ml/瓶
	
	

	
	
	     批    号：

	
	
	     有效期至：


【用法与判定】  按照产品说明书所示方法进行。
【贮藏与有效期】  2～8℃保存，有效期为18个月。
【生产企业】  
仅供兽医诊断使用
兽用
显色剂A液
	6（12、30）ml/瓶
	
	

	
	
	          批    号：

	
	
	          有效期至：


【用法与判定】  按照产品说明书所示方法进行。
【贮藏与有效期】  2～8℃保存，有效期为18个月。
【生产企业】  
仅供兽医诊断使用
兽用
显色剂B液
	6（12、30）ml/瓶
	
	

	
	
	批    号：

	
	
	      有效期至：


【用法与判定】  按照产品说明书所示方法进行。
【贮藏与有效期】  2～8℃保存，有效期为18个月。
【生产企业】
仅供兽医诊断使用
兽用
终止液
	6（12、30）ml/瓶
	
	

	
	
	   批    号：

	
	
	   有效期至：


【用法与判定】  按照产品说明书所示方法进行。
【贮藏与有效期】  2～8℃保存，有效期为18个月。
【生产企业】  
仅供兽医诊断使用
二、禽白血病病毒J亚群ELISA抗体检测试剂盒说明书和内包装标签

（一）禽白血病病毒J亚群ELISA抗体检测试剂盒说明书
兽用
【兽药名称】                                                    
通用名  禽白血病病毒J亚群ELISA抗体检测试剂盒
商品名  无

英文名  Avian Leukosis Virus Subgroup J ELISA Antibody Test Kit
汉语拼音  Qinbaixuebing Bingdu J Yaqun ELISA Kangtijiance Shijihe

【主要成分与含量】  试剂盒中含有如下成分：
	试剂盒组分
	数量

	包被板
	1块（5块）（96孔/块）/盒

	阴性对照血清
	1管（1ml/管或3ml/管）/盒

	阳性对照血清
	1管（1ml/管或3ml/管）/盒

	样品稀释液
	1瓶（30ml/瓶或150ml/瓶）/盒

	10倍浓缩洗涤液
	1瓶（30ml/瓶或150ml/瓶）/盒

	10倍浓缩酶标抗体
	1管（1ml/管或5ml/管）/盒

	酶标抗体稀释液
	1瓶（10ml/瓶或50ml/瓶）/盒

	底物溶液A
	1瓶（5ml/瓶或25ml/瓶）/盒

	底物溶液B
	1瓶（5ml/瓶或25ml/瓶）/盒

	终止液
	1瓶（5ml/瓶或25ml/瓶）/盒

	说明书
	1份/盒


【性状】  试剂盒应无破损、无裂痕、无渗漏。其中：

（1）包被板  包装袋封闭良好，表面光洁、无裂纹，包被板孔底清洁、透明、无异物，1块/盒或5块/盒。

（2）阴性对照血清  无色或淡黄色澄清液体，1管/盒。

（3）阳性对照血清  无色或淡黄色澄清液体，1管/盒。

（4）样品稀释液  无色或淡黄色澄清液体，1瓶/盒。

（5）10倍浓缩洗涤液  无色澄清液体，1瓶/盒。

（6）10倍浓缩酶标抗体  无色澄清液体，1管/盒。

（7）酶标抗体稀释液  无色澄清液体，1瓶/盒。

（8）底物溶液A  无色或淡蓝色澄清液体，1瓶/盒。

（9）底物溶液B  无色或淡蓝色澄清液体，1瓶/盒。

（10）终止液  无色澄清液体，1瓶/盒。

【作用与用途】  用于检测鸡血清中禽白血病病毒J亚群抗体。
【用法与判定】
1  用法
1.1  试剂的准备  用前将所有的试剂和待检血清恢复至15～25℃，试剂应轻轻地旋转或震荡予以混合。
1.2  洗涤液的配制  取1份10倍浓缩洗涤液加入到9份双蒸水中，混匀。配制好的液体，应在3日内用完。

1.3  酶标抗体的配制  取1份10倍浓缩酶标抗体加入到9份酶标抗体稀释液中，混匀。配制好的液体，应当日用完。

1.4  待检血清的处理  用样品稀释液将待检血清样品按1∶300（v/v）进行稀释。
1.5  操作步骤

1.5.1  加样  根据样品数量，取可拆卸包被板，每孔加入稀释好的待检血清100μl，同时设阳性对照血清和阴性对照血清各2孔。
1.5.2  孵育  置37℃孵育30分钟。
1.5.3  洗涤  弃去孔中液体，每孔加入洗涤液300μl，每次3分钟，弃去洗涤液，洗涤5次，每次拍干。
1.5.4  加入酶标抗体  每孔加入酶标抗体100μl。
1.5.5  孵育  置37℃孵育45分钟。
1.5.6  洗涤  方法同1.5.3。
1.5.7  显色  将底物溶液A和底物溶液B等体积混合，每孔加入100μl，置37℃避光孵育25分钟。
1.5.8  终止  每孔加入终止液50μl，轻微震荡混匀后，在波长为450nm下读取OD450nm值（应在加入终止液后5分钟内完成读数）。
1.5.9  计算  按下式计算S/P值。
	S/P值=
	待检样品OD450nm值－阴性对照血清平均OD450nm值

	
	阳性对照血清平均OD450nm值－阴性对照血清平均OD450nm值


2  试验成立的条件  0.8≤阳性对照血清OD450nm值均≤1.7，阴性对照血清OD450nm值均＜0.2，判为试验成立。
3  判定  待检样品S/P值≥0.23时，判为阳性；待检样品S/P值＜0.23时，判为阴性。

【注意事项】  （1）试剂盒应在2～8℃运输及保存。
（2）贮藏时，所有的板条一定要用封口膜密封，防止潮气对包被板的损伤。否则，不得使用。
（3）不要使底物溶液接触强光和氧化物。所有试剂取出后，均不得再加回瓶中。

（4）仔细阅读说明书。
（5）不要使用过期的组分或者不同批次试剂混合使用。

（6）10倍浓缩洗涤液如发现结晶，稀释前置37℃使其溶解后再使用。

（7）注意加样和洗涤过程，应确保试验的准确度，严禁用嘴吸液。

（8）待检血清发生腐败时勿用于检测。

（9）检验用器皿必须清洁，操作过程避免与金属类器物接触。

（10）应严格按照试剂盒说明书进行操作，严格遵守各操作步骤规定的时间和温度。

（11）操作过程中使用手套，终止液是硫酸，具有腐蚀性，使用时要小心。所有的废液要经过无害化处理和净化。

【规格】  （1）1个96孔板/盒  （2）5个96孔板/盒
【贮藏与有效期】  2～8℃保存，有效期为12个月。
【批准文号】
【生产企业】
仅供兽医诊断使用
禽白血病病毒J亚群ELISA抗体检测试剂盒内包装标签

兽用
禽白血病病毒J亚群ELISA抗体检测试剂盒
1（5）个96孔板/盒                                    批准文号：

批    号：

有效期至：

【用法与判定】  详见说明书。

【贮藏与有效期】  2～8℃保存，有效期为12个月。

【生产企业】

仅供兽医诊断使用

兽用
包被板
96孔/块                                               批    号：

有效期至：

【用法与判定】  详见说明书。

【贮藏与有效期】  2～8℃保存，有效期为12个月。

【生产企业】

仅供兽医诊断使用

兽用
阴性对照血清
1（3）ml/管                                           批    号：

有效期至：

【用法与判定】  详见说明书。

【贮藏与有效期】  2～8℃保存，有效期为12个月。

【生产企业】

仅供兽医诊断使用

兽用
阳性对照血清
1（3）ml/管                                           批    号：

有效期至：

【用法与判定】  详见说明书。

【贮藏与有效期】  2～8℃保存，有效期为12个月。

【生产企业】

仅供兽医诊断使用

兽用
样品稀释液
30（150）ml/瓶                                        批    号：

有效期至：

【用法与判定】  详见说明书。

【贮藏与有效期】  2～8℃保存，有效期为12个月。

【生产企业】

仅供兽医诊断使用

兽用
10倍浓缩洗涤液
30（150）ml/瓶                                        批    号：

有效期至：

【用法与判定】  详见说明书。

【贮藏与有效期】  2～8℃保存，有效期为12个月。

【生产企业】

仅供兽医诊断使用

兽用
10倍浓缩酶标抗体
1（5）ml/管                                           批    号：

有效期至：

【用法与判定】  详见说明书。

【贮藏与有效期】  2～8℃保存，有效期为12个月。

【生产企业】

仅供兽医诊断使用

兽用
酶标抗体稀释液
10（50）ml/瓶                                         批    号：

有效期至：

【用法与判定】  详见说明书。

【贮藏与有效期】  2～8℃保存，有效期为12个月。

【生产企业】

仅供兽医诊断使用

兽用
底物溶液A
5（25）ml/瓶                                          批    号：

有效期至：

【用法与判定】  详见说明书。

【贮藏与有效期】  2～8℃保存，有效期为12个月。

【生产企业】

仅供兽医诊断使用

兽用
底物溶液B
5（25）ml/瓶                                          批    号：

有效期至：

【用法与判定】  详见说明书。

【贮藏与有效期】  2～8℃保存，有效期为12个月。

【生产企业】

仅供兽医诊断使用

兽用
终止液
5（25）ml/瓶                                          批    号：

有效期至：

【用法与判定】  详见说明书。

【贮藏与有效期】  2～8℃保存，有效期为12个月。

【生产企业】

仅供兽医诊断使用
三、副鸡禽杆菌（A型）血凝抑制试验抗原、阳性血清与阴性血清说明书和内包装标签

（一）副鸡禽杆菌（A型）血凝抑制试验抗原、阳性血清与阴性血清说明书

兽用
【兽药名称】                                                    
通用名  副鸡禽杆菌（A型）血凝抑制试验抗原、阳性血清与阴性血清
商品名  

英文名  Avibacterium paragallinarum（Serotype A）Antigen，Positive Serum and Negative Serum For Hemagglutination Inhibition Test

汉语拼音  Fujiqinganjun（A xing）Xueningyizhishiyan Kangyuan，Yangxingxueqing Yu Yinxingxueqing
【主要成分与含量】  抗原由副鸡禽杆菌（A型）221株全菌制备，血凝价不低于1∶160。阳性血清中副鸡禽杆菌（A型）HI抗体效价不低于1∶160。阴性血清中副鸡禽杆菌（A型）HI抗体效价低于1∶5。

【性状】  抗原为白色海绵状疏松团块，易与瓶壁脱离，加入稀释液后迅速溶解；阴、阳性血清为淡黄色或淡粉色海绵状疏松团块，易与瓶壁脱离，加入稀释液后迅速溶解。

【作用与用途】  用于血凝抑制试验检测鸡血清中副鸡禽杆菌（A型）抗体。
【用法与判定】
1  材料与试剂
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  磷酸盐缓冲液  称取十二水磷酸氢二钠 2.23g，二水磷酸二氢钠 0.45g，氯化钠8.0g，溶于900ml灭菌去离子水中，调pH值至7.0，加灭菌去离子水定容至1000ml，经121℃高压灭菌15分钟，置15～25℃保存。
1.3  牛血清白蛋白磷酸盐缓冲液（PBSS）  称取牛血清白蛋白（片段V） 0.1g，溶于100ml磷酸盐缓冲液中，经0.22μm滤器过滤除菌，置2～8℃保存，无菌取用或现用现配。
1.4  醛化红细胞
1.4.1  阿氏液的配制  称取葡萄糖 20.50g，柠檬酸钠 8.00g，柠檬酸 0.55g，氯化钠4.20g，溶于900ml去离子水中，搅拌至完全溶解，加去离子水定容至1000ml，经115℃高压灭菌30分钟，置2～8℃保存。
1.4.2  含吐温–80的牛血清白蛋白磷酸盐缓冲液的配制  称取牛血清白蛋白（片段V） 0.1g，吐温–80 2ml，溶于100ml磷酸盐缓冲液中，经0.22μm滤器过滤除菌，现用现配。
1.4.3  10%新鲜红细胞  将SPF鸡的红细胞与阿氏液按1∶1（v/v）的比例混合，以500g离心10分钟，弃上清，加入等体积的灭菌生理盐水，以500g离心10分钟，共洗涤5次。最后一次洗涤后弃上清，将沉淀的红细胞用磷酸盐缓冲液配成10%的红细胞悬液。
1.4.4  10%醛化红细胞  按照上述红细胞悬液体积5%的比例准备戊二醛储存液（25%），用磷酸盐缓冲液将戊二醛储存液（25%）稀释至终浓度为5%。将红细胞悬液置磁力搅拌器上，边搅拌边加入稀释好的5%戊二醛溶液，置2～8℃持续搅拌过夜使其作用完全。以500g离心10分钟，弃上清，沉淀用磷酸盐缓冲液清洗3次，用磷酸盐缓冲液配成10%的红细胞悬液，制成10%醛化红细胞。用100目的金属过滤器过滤，加入终浓度为0.01%的硫柳汞防腐，定量分装，置2～8℃保存，应不超过12个月。
1.4.5  1%醛化红细胞  用含吐温–80的牛血清白蛋白磷酸盐缓冲液将10%醛化红细胞稀释为1%醛化红细胞，现用现配。
2  用法
2.1  HA效价测定
2.1.1  操作方法  采用96孔V型微量反应板进行试验，反应总体积为75µl。按表1用PBSS将抗原先进行5倍稀释，再进行2倍系列稀释，加入1%醛化红细胞，轻轻混匀后，置15～25℃静置40～60分钟或置37℃静置40分钟，至醛化红细胞对照孔中红细胞完全下沉为准，同时设醛化红细胞对照，具体操作方法见表1。
表1  副鸡禽杆菌（A型）的HA试验操作方法
	孔号
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	11
	12

	抗原滴度
	5
	10
	20
	40
	80
	160
	320
	640
	1280
	2560
	5120
	醛化红细胞对照

	PBSS（µl）
	40
	25
	25
	25
	25
	25
	25
	25
	25
	25
	25
	25

	抗原（µl）
	10
	25
	25
	25
	25
	25
	25
	25
	25
	25
	25
	/

	弃去25

	PBSS（µl）
	25
	25
	25
	25
	25
	25
	25
	25
	25
	25
	25
	25

	1%醛化红细胞（µl）
	25
	25
	25
	25
	25
	25
	25
	25
	25
	25
	25
	25

	置15～25℃静置40～60分钟或置37℃静置40分钟，观察凝集反应。


2.1.2  判定  红细胞平铺于孔底即为红细胞完全凝集；红细胞集中在孔底中央呈圆点状即为红细胞完全不凝集；在孔底中央有红细胞集中呈圆点状，周围有红细胞平铺于孔底即为部分红细胞凝集。使红细胞完全凝集的抗原最大稀释倍数即为该抗原的HA效价。
2.2  HI抗体效价测定
2.2.1  4个HA单位工作抗原液的配制及检验
2.2.1.1  配制  将抗原用PBSS稀释至4个HA效价单位（如HA效价为1∶160，则抗原稀释为1∶40，即为4个HA单位的工作抗原液）。
2.2.1.2  检验  检查4个HAU的血凝价是否准确，应将配制的1∶40稀释液分别以1.0ml的量加入PBSS 1.0ml、2.0ml、3.0ml、4.0ml、5.0ml和6.0ml中，使最终稀释度为1∶2、1∶3、1∶4、1∶5、1∶6和1∶7。然后，从每一稀释度中取25µl至微量反应板，加入PBSS 25µl ，再加入1%醛化红细胞悬液25µl ，混匀。将微量反应板置15～25℃静置40～60分钟或置37℃静置40分钟，如果配制的抗原液为4个HA单位，则1∶4稀释度为凝集终点；如果高于4个单位，可能1∶5或1∶6为凝集终点；如果较低，可能1∶2或1∶3为凝集终点。应根据检验结果将抗原稀释度做适当调整，使工作液确为4个HA单位。
2.2.2  操作方法
2.2.2.1  血清的前处理  用10%醛化红细胞将被检血清、阳性血清和阴性血清进行5倍稀释，让醛化红细胞和被检血清、阳性血清和阴性血清充分混合后自然沉淀分开后再振荡混匀，置15～25℃作用4小时，中间充分振荡不少于10次，以1500g离心5分钟，取上清，置2～8℃保存或立即检测。
2.2.2.2  检测  应用96孔V型微量反应板进行试验，反应总体积为75µl，利用PBSS将已经处理的血清进行2倍系列稀释后，加入4HAU的工作抗原液，充分振荡混匀，置15～25℃静置20～30分钟或置37℃静置20分钟。加入1%醛化红细胞，充分振荡混匀，置15～25℃静置40～60分钟或置37℃静置40分钟，至醛化红细胞对照孔中红细胞完全下沉为准，同时设抗原对照及醛化红细胞对照，具体操作方法见表2。
表2  副鸡禽杆菌（A型）的HI试验操作方法
	孔号
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	11
	12

	稀释倍数
	5
	10
	20
	40
	80
	160
	320
	640
	1280
	2560
	抗原对照
	醛化红细胞对照

	PBSS（µl）
	/
	25
	25
	25
	25
	25
	25
	25
	25
	25
	25
	50

	被检血清（µl）
	25
	25
	25
	25
	25
	25
	25
	25
	25
	25
	/
	/

	                                                                       弃去25

	4HAU的工作抗原液（µl）
	25
	25
	25
	25
	25
	25
	25
	25
	25
	25
	25
	/

	充分振荡混匀，置15～25℃静置20～30分钟或置37℃静置20分钟。

	1%醛化红细胞（µl）
	25
	25
	25
	25
	25
	25
	25
	25
	25
	25
	25
	25

	置15～25℃静置40～60分钟或置37℃静置40分钟，观察凝集反应。


3  判定
3.1  试验成立的条件  当抗原对照孔（第11孔）中红细胞完全凝集、醛化红细胞对照孔（第12孔）中红细胞完全下沉，且阳性血清的HI抗体效价与已知效价误差不超过1个滴度，阴性血清的HI抗体效价低于1∶5时，试验判为成立。
3.2  判定  若醛化红细胞集中在孔底中央呈圆点状（红细胞完全凝集抑制）时，判为HI阳性；若醛化红细胞平铺于孔底（红细胞完全凝集）或在孔底中央呈圆点状但周围有红细胞平铺于孔底（部分红细胞凝集）时，判为HI阴性。判为HI阳性的最高稀释度即为该血清的HI抗体效价。被检血清HI抗体效价高于1∶10时，判为阳性；HI抗体效价不高于1∶10时，判为阴性。
【注意事项】  （1）红细胞凝集试验和红细胞凝集抑制试验影响因素甚多，应严格控制试验条件，准确控制醛化红细胞悬液和抗原工作液浓度。向微量反应板加入各类试剂或样品时应悬空，每加一试剂或样品后需更换吸头，同时应严格控制温度和作用时间。
（2）准确配制1%醛化红细胞悬液，使用时应随时振摇，以保证醛化红细胞浓度均一。
（3）准确配制4HA单位（4HAU）工作抗原液，使用前需进行标定，标定好的抗原应在2小时内用完。
（4）抗原和血清按规定保存。冻干试剂应按规定的体积用PBS（0.01mol/L，pH值7.4）溶解。溶解后2～8℃保存不超过2周；可分装成小包装，置−20℃以下保存，随用随取。切忌反复冻融。
（5）10%醛化红细胞置2～8℃保存应不超过12个月，尽量无菌取用，如发现有絮状或块状物，应重新制备；1%醛化红细胞应现用现配。
（6）牛血清白蛋白磷酸盐缓冲液应置2～8℃保存，无菌取用或现用现配，如发生浑浊，切勿使用。
（7）微量反应板中加入4HAU工作抗原液或1%醛化红细胞后，应充分混匀后再静置。
（8）试验完毕后，使用过的样品、试剂、器皿和吸头等应进行无害化处理。
【规格】  1ml/瓶

【贮藏与有效期】  −20℃以下保存，有效期为24个月。
【批准文号】
【生产企业】
仅供兽医诊断使用
（二）副鸡禽杆菌（A型）血凝抑制试验抗原、阳性血清与阴性血清内包装标签

兽用
副鸡禽杆菌（A型）血凝抑制试验抗原
1ml/瓶                                                批准文号：

批    号：

有效期至：

【用法与判定】  详见说明书。

【贮藏与有效期】  −20℃以下保存，有效期为24个月。
【生产企业】

仅供兽医诊断使用

兽用
副鸡禽杆菌（A型）血凝抑制试验阳性血清
1ml/瓶                                                批准文号：

批    号：

有效期至：

【用法与判定】  详见说明书。

【贮藏与有效期】  −20℃以下保存，有效期为24个月。
【生产企业】

仅供兽医诊断使用

兽用
副鸡禽杆菌（A型）血凝抑制试验阴性血清
1ml/瓶                                                批准文号：

批    号：

有效期至：

【用法与判定】  详见说明书。

【贮藏与有效期】  −20℃以下保存，有效期为24个月。
【生产企业】

仅供兽医诊断使用
四、副鸡禽杆菌（B型）血凝抑制试验抗原、阳性血清与阴性血清说明书和内包装标签

（一）副鸡禽杆菌（B型）血凝抑制试验抗原、阳性血清与阴性血清说明书

兽用
【兽药名称】                                                    
通用名  副鸡禽杆菌（B型）血凝抑制试验抗原、阳性血清与阴性血清
商品名  无

英文名  Avibacterium paragallinarum（Serotype B）Antigen，Positive Serum and Negative Serum For Hemagglutination Inhibition Test

汉语拼音  Fujiqinganjun（B xing）Xueningyizhishiyan Kangyuan，Yangxingxueqing Yu Yinxingxueqing
【主要成分与含量】  抗原由副鸡禽杆菌（B型）0222株全菌制备，血凝价不低于1∶160。阳性血清中副鸡禽杆菌（B型）HI抗体效价不低于1∶160。阴性血清中副鸡禽杆菌（B型）HI抗体效价低于1∶5。

【性状】  抗原为白色海绵状疏松团块，易与瓶壁脱离，加入稀释液后迅速溶解；阴、阳性血清为淡黄色或淡粉色海绵状疏松团块，易与瓶壁脱离，加入稀释液后迅速溶解。

【作用与用途】  用于血凝抑制试验检测鸡血清中副鸡禽杆菌（B型）抗体。
【用法与判定】
1  材料与试剂
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  磷酸盐缓冲液  称取十二水磷酸氢二钠 2.23g，二水磷酸二氢钠 0.45g，氯化钠8.0g，溶于900ml灭菌去离子水中，调pH值至7.0，加灭菌去离子水定容至1000ml，经121℃高压灭菌15分钟，置15～25℃保存。
1.3  牛血清白蛋白磷酸盐缓冲液（PBSS）  称取牛血清白蛋白（片段V） 0.1g，溶于100ml磷酸盐缓冲液中，经0.22μm滤器过滤除菌，置2～8℃保存，无菌取用或现用现配。
1.4  醛化红细胞
1.4.1  阿氏液的配制  称取葡萄糖 20.50g，柠檬酸钠 8.00g，柠檬酸 0.55g，氯化钠4.20g，溶于900ml去离子水中，搅拌至完全溶解，加去离子水定容至1000ml，经115℃高压灭菌30分钟，置2～8℃保存。
1.4.2  含吐温–80的牛血清白蛋白磷酸盐缓冲液的配制  称取牛血清白蛋白（片段V） 0.1g，吐温–80 2ml，溶于100ml磷酸盐缓冲液中，经0.22μm滤器过滤除菌，现用现配。
1.4.3  10%新鲜红细胞  将SPF鸡的红细胞与阿氏液按1∶1（v/v）的比例混合，以500g离心10分钟，弃上清，加入等体积的灭菌生理盐水，以500g离心10分钟，共洗涤5次。最后一次洗涤后弃上清，将沉淀的红细胞用磷酸盐缓冲液配成10%的红细胞悬液。
1.4.4  10%醛化红细胞  按照上述红细胞悬液体积5%的比例准备戊二醛储存液（25%），用磷酸盐缓冲液将戊二醛储存液（25%）稀释至终浓度为5%。将红细胞悬液置磁力搅拌器上，边搅拌边加入稀释好的5%戊二醛溶液，置2～8℃持续搅拌过夜使其作用完全。以500g离心10分钟，弃上清，沉淀用磷酸盐缓冲液清洗3次，用磷酸盐缓冲液配成10%的红细胞悬液，制成10%醛化红细胞。用100目的金属过滤器过滤，加入终浓度为0.01%的硫柳汞防腐，定量分装，置2～8℃保存，应不超过12个月。
1.4.5  1%醛化红细胞  用含吐温–80的牛血清白蛋白磷酸盐缓冲液将10%醛化红细胞稀释为1%醛化红细胞，现用现配。
2  用法
2.1  HA效价测定
2.1.1  操作方法  采用96孔V型微量反应板进行试验，反应总体积为75µl。按表1用PBSS将抗原先进行5倍稀释，再进行2倍系列稀释，加入1%醛化红细胞，轻轻混匀后，置15～25℃静置40～60分钟或置37℃静置40分钟，至醛化红细胞对照孔中红细胞完全下沉为准，同时设醛化红细胞对照，具体操作方法见表1。
表1  副鸡禽杆菌（B型）的HA试验操作方法
	孔号
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	11
	12

	抗原滴度
	5
	10
	20
	40
	80
	160
	320
	640
	1280
	2560
	5120
	醛化红细胞对照

	PBSS（µl）
	40
	25
	25
	25
	25
	25
	25
	25
	25
	25
	25
	25

	抗原（μl）
	10
	25
	25
	25
	25
	25
	25
	25
	25
	25
	25
	/

	弃去25

	PBSS（µl）
	25
	25
	25
	25
	25
	25
	25
	25
	25
	25
	25
	25

	1%醛化红细胞（μl）
	25
	25
	25
	25
	25
	25
	25
	25
	25
	25
	25
	25

	置15～25℃静置40～60分钟或置37℃静置40分钟，观察凝集反应。


2.1.2  判定  红细胞平铺于孔底即为红细胞完全凝集；红细胞集中在孔底中央呈圆点状即为红细胞完全不凝集；在孔底中央有红细胞集中呈圆点状，周围有红细胞平铺于孔底即为部分红细胞凝集。使红细胞完全凝集的抗原最大稀释倍数即为该抗原的HA效价。
2.2  HI抗体效价测定
2.2.1  4个HA单位工作抗原液的配制及检验
2.2.1.1  配制  将抗原用PBSS稀释至4个HA效价单位（如HA效价为1∶160，则抗原稀释为1∶40，即为4个HA单位的工作抗原液）。
2.2.1.2  检验  检查4个HAU的血凝价是否准确，应将配制的1∶40稀释液分别以1.0ml的量加入PBSS 1.0ml、2.0ml、3.0ml、4.0ml、5.0ml和6.0ml中，使最终稀释度为1∶2、1∶3、1∶4、1∶5、1∶6和1∶7。然后，从每一稀释度中取25µl至微量反应板，加入PBSS 25µl ，再加入1%醛化红细胞悬液25µl ，混匀。将微量反应板置15～25℃静置40～60分钟或置37℃静置40分钟，如果配制的抗原液为4个HA单位，则1∶4稀释度为凝集终点；如果高于4个单位，可能1∶5或1∶6为凝集终点；如果较低，可能1∶2或1∶3为凝集终点。应根据检验结果将抗原稀释度做适当调整，使工作液确为4个HA单位。
2.2.2  操作方法
2.2.2.1  血清的前处理  用10%醛化红细胞将被检血清、阳性血清和阴性血清进行5倍稀释，让醛化红细胞和被检血清、阳性血清和阴性血清充分混合后自然沉淀分开后再振荡混匀，置15～25℃作用4小时，中间充分振荡不少于10次，以1500g离心5分钟，取上清，置2～8℃保存或立即检测。
2.2.2.2  检测  应用96孔V型微量反应板进行试验，反应总体积为75µl，利用PBSS将已经处理的血清进行2倍系列稀释后，加入4HAU的工作抗原液，充分振荡混匀，置15～25℃静置20～30分钟或置37℃静置20分钟。加入1%醛化红细胞，充分振荡混匀，置15～25℃静置40～60分钟或置37℃静置40分钟，至醛化红细胞对照孔中红细胞完全下沉为准，同时设抗原对照及醛化红细胞对照，具体操作方法见表2。
表2  副鸡禽杆菌（B型）的HI试验操作方法
	孔号
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	11
	12

	稀释倍数
	5
	10
	20
	40
	80
	160
	320
	640
	1280
	2560
	抗原对照
	醛化红细胞对照

	PBSS（µl）
	/
	25
	25
	25
	25
	25
	25
	25
	25
	25
	25
	50

	被检血清（μl）
	25
	25
	25
	25
	25
	25
	25
	25
	25
	25
	/
	/

	                                                                       弃去25

	4HAU的工作抗原液（μl）
	25
	25
	25
	25
	25
	25
	25
	25
	25
	25
	25
	/

	充分振荡混匀，置15～25℃静置20～30分钟或置37℃静置20分钟。

	1%醛化红细胞（μl）
	25
	25
	25
	25
	25
	25
	25
	25
	25
	25
	25
	25

	置15～25℃静置40～60分钟或置37℃静置40分钟，观察凝集反应。


3  判定
3.1  试验成立的条件  当抗原对照孔（第11孔）中红细胞完全凝集、醛化红细胞对照孔（第12孔）中红细胞完全下沉，且阳性血清的HI抗体效价与已知效价误差不超过1个滴度，阴性血清的HI抗体效价低于1∶5时，试验判为成立。
3.2  判定  若醛化红细胞集中在孔底中央呈圆点状（红细胞完全凝集抑制）时，判为HI阳性；若醛化红细胞平铺于孔底（红细胞完全凝集）或在孔底中央呈圆点状但周围有红细胞平铺于孔底（部分红细胞凝集）时，判为HI阴性。判为HI阳性的最高稀释度即为该血清的HI抗体效价。被检血清HI抗体效价不低于1∶5时，判为阳性；HI抗体效价低于1∶5时，判为阴性。
【注意事项】  （1）红细胞凝集试验和红细胞凝集抑制试验影响因素甚多，应严格控制试验条件，准确控制醛化红细胞悬液和抗原工作液浓度。向微量反应板加入各类试剂或样品时应悬空，每加一试剂或样品后需更换吸头，同时应严格控制温度和作用时间。
（2）准确配制1%醛化红细胞悬液，使用时应随时振摇，以保证醛化红细胞浓度均一。
（3）准确配制4HA单位（4HAU）工作抗原液，使用前需进行标定，标定好的抗原应在2小时内用完。
（4）抗原和血清按规定保存。冻干试剂应按规定的体积用PBS（0.01mol/L，pH值7.4）溶解。溶解后2～8℃保存不超过2周；可分装成小包装，置−20℃以下保存，随用随取。切忌反复冻融。
（5）10%醛化红细胞置2～8℃保存应不超过12个月，尽量无菌取用，如发现有絮状或块状物，应重新制备；1%醛化红细胞应现用现配。
（6）牛血清白蛋白磷酸盐缓冲液应置2～8℃保存，无菌取用或现用现配，如发生浑浊，切勿使用。
（7）微量反应板中加入4HAU工作抗原液或1%醛化红细胞后，应充分混匀后再静置。
（8）试验完毕后，使用过的样品、试剂、器皿和吸头等应进行无害化处理。
【规格】  1ml/瓶

【贮藏与有效期】  −20℃以下保存，有效期为24个月。
【批准文号】
【生产企业】
仅供兽医诊断使用

（二）副鸡禽杆菌（B型）血凝抑制试验抗原、阳性血清与阴性血清内包装标签

兽用
副鸡禽杆菌（B型）血凝抑制试验抗原

1ml/瓶                                                批准文号：

批    号：

有效期至：

【用法与判定】  详见说明书。

【贮藏与有效期】  −20℃以下保存，有效期为24个月。
【生产企业】

仅供兽医诊断使用

兽用
副鸡禽杆菌（B型）血凝抑制试验阳性血清
1ml/瓶                                                批准文号：

批    号：

有效期至：

【用法与判定】  详见说明书。

【贮藏与有效期】  −20℃以下保存，有效期为24个月。
【生产企业】

仅供兽医诊断使用

兽用
副鸡禽杆菌（B型）血凝抑制试验阴性血清

1ml/瓶                                                批准文号：

批    号：

有效期至：

【用法与判定】  详见说明书。

【贮藏与有效期】  −20℃以下保存，有效期为24个月。
【生产企业】

仅供兽医诊断使用
五、副鸡禽杆菌（C型）血凝抑制试验抗原、阳性血清与阴性血清说明书和内包装标签

（一）副鸡禽杆菌（C型）血凝抑制试验抗原、阳性血清与阴性血清说明书

兽用
【兽药名称】                                                    
通用名  副鸡禽杆菌（C型）血凝抑制试验抗原、阳性血清与阴性血清
商品名  无

英文名  Avibacterium paragallinarum（Serotype C）Antigen，Positive Serum and Negative Serum For Hemagglutination Inhibition Test

汉语拼音  Fujiqinganjun（C xing）Xueningyizhishiyan Kangyuan，Yangxingxueqing Yu Yinxingxueqing
【主要成分与含量】  抗原由副鸡禽杆菌（C型）Modesto株全菌制备，血凝价不低于1∶160。阳性血清中副鸡禽杆菌（C型）HI抗体效价不低于1∶160。阴性血清中副鸡禽杆菌（C型）HI抗体效价低于1∶5。

【性状】  抗原为白色海绵状疏松团块，易与瓶壁脱离，加入稀释液后迅速溶解；阴、阳性血清为淡黄色或淡粉色海绵状疏松团块，易与瓶壁脱离，加入稀释液后迅速溶解。

【作用与用途】  用于血凝抑制试验检测鸡血清中副鸡禽杆菌（C型）抗体。
【用法与判定】
1  材料与试剂
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  磷酸盐缓冲液  称取十二水磷酸氢二钠2.23g，二水磷酸二氢钠0.45g，氯化钠8.0g，溶于900ml灭菌去离子水中，调pH值至7.0，加灭菌去离子水定容至1000ml，经121℃高压灭菌15分钟，置15～25℃保存。
1.3  牛血清白蛋白磷酸盐缓冲液（PBSS）  称取牛血清白蛋白（片段V）0.1g，溶于100ml磷酸盐缓冲液中，经0.22μm滤器过滤除菌，置2～8℃保存，无菌取用或现用现配。
1.4  醛化红细胞
1.4.1  阿氏液的配制  称取葡萄糖20.50g，柠檬酸钠8.00g，柠檬酸0.55g，氯化钠4.20g，溶于900ml去离子水中，搅拌至完全溶解，加去离子水定容至1000ml，经115℃高压灭菌30分钟，置2～8℃保存。
1.4.2  含吐温–80的牛血清白蛋白磷酸盐缓冲液的配制  称取牛血清白蛋白（片段V）0.1g，吐温80 2ml，溶于100ml磷酸盐缓冲液中，经0.22μm滤器过滤除菌，现用现配。
1.4.3  10%新鲜红细胞  将SPF鸡的红细胞与阿氏液按1∶1（v/v）的比例混合，以500g离心10分钟，弃上清，加入等体积的灭菌生理盐水，以500g离心10分钟，共洗涤5次。最后一次洗涤后弃上清，将沉淀的红细胞用磷酸盐缓冲液配成10%的红细胞悬液。
1.4.4  10%醛化红细胞  按照上述红细胞悬液体积5%的比例准备戊二醛储存液（25%），用磷酸盐缓冲液将戊二醛储存液（25%）稀释至终浓度为5%。将红细胞悬液置磁力搅拌器上，边搅拌边加入稀释好的5%戊二醛溶液，置2～8℃持续搅拌过夜使其作用完全。以500g离心10分钟，弃上清，沉淀用磷酸盐缓冲液清洗3次，用磷酸盐缓冲液配成10%的红细胞悬液，制成10%醛化红细胞。用100目的金属过滤器过滤，加入终浓度为0.01%的硫柳汞防腐，定量分装，置2～8℃保存，应不超过12个月。
1.4.5  1%醛化红细胞  用含吐温–80的牛血清白蛋白磷酸盐缓冲液将10%醛化红细胞稀释为1%醛化红细胞，现用现配。
2  用法
2.1  HA效价测定
2.1.1  操作方法  采用96孔V型微量反应板进行试验，反应总体积为75µl。按表1用PBSS将抗原先进行5倍稀释，再进行2倍系列稀释，加入1%醛化红细胞，轻轻混匀后，置15～25℃静置40～60分钟或置37℃静置40分钟，至醛化红细胞对照孔中红细胞完全下沉为准，同时设醛化红细胞对照，具体操作方法见表1。
表1  副鸡禽杆菌（C型）的HA试验操作方法
	孔号
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	11
	12

	抗原滴度
	5
	10
	20
	40
	80
	160
	320
	640
	1280
	2560
	5120
	醛化红细胞对照

	PBSS （µl）
	40
	25
	25
	25
	25
	25
	25
	25
	25
	25
	25
	25

	抗原 （μl）
	10
	25
	25
	25
	25
	25
	25
	25
	25
	25
	25
	/

	弃去25

	PBSS （µl）
	25
	25
	25
	25
	25
	25
	25
	25
	25
	25
	25
	25

	1%醛化红细胞（μl）
	25
	25
	25
	25
	25
	25
	25
	25
	25
	25
	25
	25

	置15～25℃静置40～60分钟或置37℃静置40分钟，观察凝集反应。


2.1.2  判定  红细胞平铺于孔底即为红细胞完全凝集；红细胞集中在孔底中央呈圆点状即为红细胞完全不凝集；在孔底中央有红细胞集中呈圆点状，周围有红细胞平铺于孔底即为部分红细胞凝集。使红细胞完全凝集的抗原最大稀释倍数即为该抗原的HA效价。
2.2  HI抗体效价测定
2.2.1  4个HA单位工作抗原液的配制及检验
2.2.1.1  配制  将抗原用PBSS稀释至4个HA效价单位（如HA效价为1∶160，则抗原稀释为1∶40，即为4个HA单位的工作抗原液）。
2.2.1.2  检验  检查4个HAU的血凝价是否准确，应将配制的1∶40稀释液分别以1.0ml的量加入PBSS 1.0ml、2.0ml、3.0ml、4.0ml、5.0ml和6.0ml中，使最终稀释度为1∶2、1∶3、1∶4、1∶5、1∶6和1∶7。然后，从每一稀释度中取25µl至微量反应板，加入PBSS 25µl ，再加入1%醛化红细胞悬液25µl ，混匀。将微量反应板置15～25℃静置40～60分钟或置37℃静置40分钟，如果配制的抗原液为4个HA单位，则1∶4稀释度为凝集终点；如果高于4个单位，可能1∶5或1∶6为凝集终点；如果较低，可能1∶2或1∶3为凝集终点。应根据检验结果将抗原稀释度做适当调整，使工作液确为4个HA单位。
2.2.2  操作方法
2.2.2.1  血清的前处理  用10%醛化红细胞将被检血清、阳性血清和阴性血清进行5倍稀释，让醛化红细胞和被检血清、阳性血清和阴性血清充分混合后自然沉淀分开后再振荡混匀，置15～25℃作用4小时，中间充分振荡不少于10次，以1500g离心5分钟，取上清，置2～8℃保存或立即检测。
2.2.2.2  检测  应用96孔V型微量反应板进行试验，反应总体积为75µl，利用PBSS将已经处理的血清进行2倍系列稀释后，加入4HAU的工作抗原液，充分振荡混匀，置15～25℃静置20～30分钟或置37℃静置20分钟。加入1%醛化红细胞，充分振荡混匀，置15～25℃静置40～60分钟或置37℃静置40分钟，至醛化红细胞对照孔中红细胞完全下沉为准，同时设抗原对照及醛化红细胞对照，具体操作方法见表2。
表2  副鸡禽杆菌（C型）的HI试验操作方法
	孔号
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	11
	12

	稀释倍数
	5
	10
	20
	40
	80
	160
	320
	640
	1280
	2560
	抗原对照
	醛化红细胞对照

	PBSS（µl）
	/
	25
	25
	25
	25
	25
	25
	25
	25
	25
	25
	50

	被检血清（μl）
	25
	25
	25
	25
	25
	25
	25
	25
	25
	25
	/
	/

	                                                                       弃去25

	4HAU的工作抗原液（μl）
	25
	25
	25
	25
	25
	25
	25
	25
	25
	25
	25
	/

	充分振荡混匀，置15～25℃静置20～30分钟或置37℃静置20分钟。

	1%醛化红细胞（μl）
	25
	25
	25
	25
	25
	25
	25
	25
	25
	25
	25
	25

	置15～25℃静置40～60分钟或置37℃静置40分钟，观察凝集反应。


3  判定
3.1  试验成立的条件  当抗原对照孔（第11孔）中红细胞完全凝集、醛化红细胞对照孔（第12孔）中红细胞完全下沉，且阳性血清的HI抗体效价与已知效价误差不超过1个滴度，阴性血清的HI抗体效价低于1∶5时，试验判为成立。
3.2  判定  若醛化红细胞集中在孔底中央呈圆点状（红细胞完全凝集抑制）时，判为HI阳性；若醛化红细胞平铺于孔底（红细胞完全凝集）或在孔底中央呈圆点状但周围有红细胞平铺于孔底（部分红细胞凝集）时，判为HI阴性。判为HI阳性的最高稀释度即为该血清的HI抗体效价。被检血清HI抗体效价高于1∶5时，判为阳性；HI抗体效价不高于1∶5时，判为阴性。
【注意事项】  （1）红细胞凝集试验和红细胞凝集抑制试验影响因素甚多，应严格控制试验条件，准确控制醛化红细胞悬液和抗原工作液浓度。向微量反应板加入各类试剂或样品时应悬空，每加一试剂或样品后需更换吸头，同时应严格控制温度和作用时间。
（2）准确配制1%醛化红细胞悬液，使用时应随时振摇，以保证醛化红细胞浓度均一。
（3）准确配制4HA单位（4HAU）工作抗原液，使用前需进行标定，标定好的抗原应在2小时内用完。
（4）抗原和血清按规定保存。冻干试剂应按规定的体积用PBS（0.01mol/L，pH值7.4）溶解。溶解后2～8℃保存不超过2周；可分装成小包装，置−20℃以下保存，随用随取。切忌反复冻融。
（5）10%醛化红细胞置2～8℃保存应不超过12个月，尽量无菌取用，如发现有絮状或块状物，应重新制备；1%醛化红细胞应现用现配。
（6）牛血清白蛋白磷酸盐缓冲液应置2～8℃保存，无菌取用或现用现配，如发生浑浊，切勿使用。
（7）微量反应板中加入4HAU工作抗原液或1%醛化红细胞后，应充分混匀后再静置。
（8）试验完毕后，使用过的样品、试剂、器皿和吸头等应进行无害化处理。
【规格】  1ml/瓶

【贮藏与有效期】  −20℃以下保存，有效期为24个月。
【批准文号】
【生产企业】
仅供兽医诊断使用
（二）副鸡禽杆菌（C型）血凝抑制试验抗原、阳性血清与阴性血清内包装标签

兽用
副鸡禽杆菌（C型）血凝抑制试验抗原
1ml/瓶                                                批准文号：

批    号：

有效期至：

【用法与判定】  详见说明书。

【贮藏与有效期】  −20℃以下保存，有效期为24个月。
【生产企业】

仅供兽医诊断使用

兽用
副鸡禽杆菌（C型）血凝抑制试验阳性血清
1ml/瓶                                                批准文号：

批    号：

有效期至：

【用法与判定】  详见说明书。

【贮藏与有效期】  −20℃以下保存，有效期为24个月。
【生产企业】

仅供兽医诊断使用

兽用
副鸡禽杆菌（C型）血凝抑制试验阴性血清
1ml/瓶                                                批准文号：

批    号：

有效期至：

【用法与判定】  详见说明书。

【贮藏与有效期】  −20℃以下保存，有效期为24个月。
【生产企业】

仅供兽医诊断使用
六、匹莫苯丹标签

匹莫苯丹标签
宠物用
【兽药名称】
通用名称：匹莫苯丹

英文名称：Pimobendan 

汉语拼音：Pimobendan 

【包装规格】 
【生产日期】
【生产批号】
【有效期】至
【运输注意事项】 防重压，防潮湿。
【贮藏】 密封、常温保存。
【批准文号】
【生产企业】
七、匹莫苯丹咀嚼片说明书和标签

（一）匹莫苯丹咀嚼片说明书

宠物用
【兽药名称】

通用名称：匹莫苯丹咀嚼片

商品名称：

英文名称：Pimobendan Chewable Tablets

汉语拼音：Pimobendan Jujuepian

【主要成分】 匹莫苯丹

【性状】 本品为褐色椭圆形片，中部有刻痕。

【药理作用】 非苷类强心药。

药效学  匹莫苯丹为苯并咪唑哒嗪酮衍生物，是一种非拟交感非苷类正性肌力药物，通过增强心肌纤维对钙离子的敏感性和抑制磷酸二酯酶（III型）活性发挥正性肌力作用，同时可通过抑制磷酸二酯酶起到舒张血管的作用。匹莫苯丹与利尿药呋塞米等联合使用，可有效改善扩张型心肌病病犬或心脏瓣膜关闭不全病犬的生活质量和延长预期寿命。单独使用治疗大型种犬临床前扩张型心肌病（无症状，经超声心动图诊断伴随左心室收缩末期和舒张末期直径加大）时，匹莫苯丹可延迟犬发生心力衰竭或突然死亡的年龄，并延长犬的存活时间。

治疗犬临床前粘液瘤性二尖瓣疾病（无症状的心脏收缩期二尖瓣杂音和心脏增大）时，匹莫苯丹可使心脏体积减小。犬发生心力衰竭临床症状或心源性死亡的时间延长约15个月，同时心脏体积减小，总生存时间延长约170天。

药动学  匹莫苯丹在体内氧化去甲基化后形成具有生物活性的代谢物，再与硫酸盐或葡萄糖醛酸结合，主要通过粪便排泄途径消除。匹莫苯丹及其活性代谢物在犬血浆中的平均蛋白结合率达90%以上。

本品以原研品匹莫苯丹咀嚼片（Vetmedin®）为比对制剂，在24只健康比格犬中进行了生物等效性试验。结果显示与原研品匹莫苯丹咀嚼片（Vetmedin®）具有生物等效性。

【适应证】 用于治疗由心脏瓣膜关闭不全（二尖瓣和/或三尖瓣反流）或扩张型心肌病引起的犬充血性心力衰竭；用于大型犬临床前扩张型心肌病（无症状，经超声心动图诊断伴随左心室收缩末期和舒张末期直径加大）的治疗；用于治疗犬临床前粘液瘤性二尖瓣疾病（无症状的心脏收缩期二尖瓣杂音和心脏增大），延缓充血性心力衰竭临床症状的发生。

【用法与用量】 以匹莫苯丹计。内服：每1kg体重，犬0.25mg，一日2次。 

对于体重约为10kg的犬，早、晚分别给予5mg的咀嚼片1/2片。

对于体重约为20kg的犬，早、晚分别给予5mg的咀嚼片一片。

给药1小时后方可进食，可联合使用利尿剂（如呋塞米）；对于充血性心力衰竭患犬可长期持续给药。

【不良反应】

1.极少数患犬中可能发生轻微的心率加快和呕吐，与给药剂量相关，减小剂量后症状可自行消失。极少数患犬可能出现短暂的腹泻、厌食或昏睡。

2.在极少数患犬中可能影响初期止血作用（黏膜出血或皮下出血），目前尚不确定与匹莫苯丹相关，但在停止治疗后可自行恢复。

3.在极少数情况，治疗犬二尖瓣疾病可能引起二尖瓣返流增加。

【注意事项】

1.禁用于肥大型心肌病或由临床非功能性或生理性原因（如大动脉狭窄）不宜增加心输出量的患犬；由于本品主要经肝脏代谢，禁用于严重肝功能不全的患犬。

2.目前尚无用于治疗杜宾犬无症状扩张性心肌病（伴随房室纤维性颤动或持续心室性心搏过速）的试验数据。

3.本品尚未获得无症状粘液瘤二尖疾病伴显著室上性或室性心律失常的的研究数据。

4.对大鼠和兔子的研究表明该药对动物繁殖性能无影响，仅在母代高剂量毒性剂量下可能产生胚胎毒性，研究表明该药可通过大鼠乳汁排泄；尚未有用于怀孕或哺乳期母犬的安全性研究数据，应在兽医进行利益/风险评估指导下使用。

5.用于治疗已有糖尿病患犬时应定期测定血糖。

6.用于治疗临床前阶段的扩张性心肌病（无症状伴随左心室收缩末期和舒张末期直径增大）前，应进行综合性心脏病检查诊断（包括超声心动图及动态心电图监测等）。

7.用于治疗临床前粘液瘤二尖瓣疾病（ACVIM共识的B2阶段，无症状的二尖瓣杂音≥3/6和心脏增大），应进行全面的心脏检查（包括超声心动图和放射学检查等）。

8.治疗时建议监测心脏功能及形态。

9.药理学研究表明匹莫苯丹与强心苷类（哇巴因）药物无相互作用，在钙拮抗剂（如戊脉安和地尔硫卓）和β–拮抗剂（如心得安）的作用下，匹莫苯丹可能诱发心脏收缩性减弱。

10.不要超剂量使用。如超剂量使用，可能发生心率加快或呕吐，应立即减少剂量，并适当对症治疗。

11.在健康比格犬上进行3倍和5倍超剂量的长期暴露（6个月）研究中，部分犬出现二尖瓣增厚和左心室肥大，这些变化源于药效学作用。

12.置于儿童不可触及处。

13.施药后洗手。

14.如发生误食，应立即就医并出示产品标签或说明书。若误食，尤其是儿童，可能导致心动过速，或非体位性低血压，面色泛红和头痛。

15.任何未使用完的药品或废弃物应根据当地的要求进行处理，咨询当地兽医如何处理这些不再使用的废弃药品，这些措施应符合环境保护要求。
【休药期】 不需要制定。

【规格】 5mg 

【包装】  

【贮藏】 密封，在25℃以下干燥处保存。
【有效期】 24个月。

【批准文号】

【生产企业】
（二）匹莫苯丹咀嚼片标签
宠物用

【兽药名称】

通用名称：匹莫苯丹咀嚼片

商品名称：

英文名称：Pimobendan Chewable Tablets

汉语拼音：Pimobendan Jujuepian

【主要成分】 匹莫苯丹
【适应证】 用于治疗由心脏瓣膜关闭不全（二尖瓣和/或三尖瓣反流）或扩张型心肌病引起的犬充血性心力衰竭；用于大型犬临床前扩张型心肌病（无症状，经超声心动图诊断伴随左心室收缩末期和舒张末期直径加大）的治疗；用于治疗犬临床前粘液瘤性二尖瓣疾病（无症状的心脏收缩期二尖瓣杂音和心脏增大），延缓充血性心力衰竭临床症状的发生。

【用法与用量】 以匹莫苯丹计。内服：每1kg体重，犬0.25mg，一日2次。 

对于体重约为10kg的犬，早、晚分别给予5mg的咀嚼片1/2片。

对于体重约为20kg的犬，早、晚分别给予5mg的咀嚼片一片。

给药1小时后方可进食，可联合使用利尿剂（如呋塞米）；对于充血性心力衰竭患犬可长期持续给药。

【规格】 5mg
【生产日期】

【生产批号】

【有效期】至

【贮藏】 密封，在25℃以下干燥处保存。
【批准文号】

【生产企业】 
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