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前!!言

!!本文件按照=1%*!>!&"/"/'标准化工作导则!第!部分(标准化文件的结构和起草规则)的规定

起草*
本文件代替=1%*"#!.'&"//('鸡传染性支气管炎诊断技术)+与 =1%*"#!.'&"//(相比+除结

构调整和编辑性改动外+主要技术变化如下(
&&&更改了,临床诊断-#见第%章+"//(年版的第"章$.
&&&增加了,样品采集-和,样品处理-#见&>#和&>%$.
&&&更改了,病毒分离与鉴定-#见第'章+"//(年版的第#章$.
&&&更改了,病毒)*+,-)-+更新了检测引物#见(>#+"//(年版的第$章$.
&&&增加了,病毒实时荧光)*+,-)-#见第.章$.
&&&增加了,病毒基因型鉴定-#见第!/章$.
&&&更改了,血凝及血凝抑制试验-#见第!!章+"//(年版的第%章$.
&&&更改了,气管环组织培养血清中和试验-#见第!"章+"//(年版的第&章$*
请注意本文件的某些内容可能涉及专利*本文件的发布机构不承担识别专利的责任*
本文件由中华人民共和国农业农村部提出*
本文件由全国动物卫生标准化技术委员会#?0-%*-!(!$归口*
本文件起草单位(中国动物卫生与流行病学中心"青岛农业大学"中国农业科学院哈尔滨兽医研究

所"临朐县畜牧业发展中心*
本文件主要起草人(龚振华"王建琳"王凯"王楷宬"牟瑞营"王艳波"张云香"王晓颖"王丽萍"

王素春"苏红"庞素芬"刘坤"谭刘刚"韩宗玺"吴延功"刘胜旺*
本文件及其所代替文件的历次版本发布情况为(
&&&"//(年首次发布为=1%*"#!.'&"//(.
&&&本次为第一次修订*

!
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引!!言

!!鸡传染性支气管炎#@8A49B@C7DEFC89:@B@D+<1$由鸡传染性支气管炎病毒#@8A49B@C7DEFC89:@B@D
G@F7D+<1H$引起+是鸡的一种急性"高度接触性传染病*<1可以发生于各种日龄的鸡+%周龄以内的鸡

尤其易感+且症状较明显*<1的临床特征主要表现为病鸡呼吸困难"有啰音"咳嗽"打喷嚏.产蛋量降

低"蛋的品质下降.雏鸡出现死亡*<1广泛流行于世界各地+严重危害养鸡业生产*

<1H在分类上属于冠状病毒科"冠状病毒亚科"#病毒属+是一种单股正链 )I0 病毒+其 )I0 易

于变异+<1H具有多样性*多数<1H毒株能使气管产生特异性病变+但有些毒株能引起肾脏病变和生

殖道病变*目前国内外已经分离出的<1H毒株分属#/多个血清型+各血清型<1H毒株间的交叉免疫

保护力低*

<1的诊断主要通过病原学和血清学试验进行*因生产上广泛采用<1H活毒株疫苗预防本病+这在

临床上增加了诊断<1的难度*
本文件规范了<1的临床诊断技术.规范了<1的病原学诊断技术+包括病毒分离与鉴定"病毒 )*+

,-)"病毒实时荧光)*+,-)"病毒基因型鉴定.规范了<1的血清学诊断技术+包括血凝及血凝抑制试

验"气管环组织培养血清中和试验*这些诊断技术也是';<3陆生动物诊断试验与疫苗手册)推荐的诊

断<1的技术+本次修订过程中+对于该手册所推荐的相关诊断技术均有借鉴*

"
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鸡传染性支气管炎诊断技术

#!范围

本文件规定了鸡传染性支气管炎#<1$的临床诊断"病毒分离与鉴定"病毒 )*+,-)"病毒实时荧光

)*+,-)"病毒基因型鉴定"血凝及血凝抑制试验"气管环组织培养血清中和试验的技术要求*

本文件适用于<1的诊断"检疫"监测和流行病学调查*

!!规范性引用文件

下列文件中的内容通过文中的规范性引用而构成本文件必不可少的条款+其中+注日期的引用文

件+仅该日期对应的版本适用于本文件.不注日期的引用文件+其最新版本#包括所有的修改单$适用于

本文件*

=1!.$(.!实验室!生物安全通用要求

"!术语和定义

下列术语和定义适用于本文件*

">#
鸡传染性支气管炎!$%&'()$*+,-.*%(/$)$,
由隶属于冠状病毒科"冠状病毒亚科"#病毒属的鸡传染性支气管炎病毒引起的主要感染鸡的

疾病*

">!
血凝!/'01223+)$%$%
<1H毒株的培养液经胰酶消化处理后得到的抗原凝集鸡红细胞的过程*
注(通过选用适当<1H毒株+制备<1H血凝抗原+进行<1的血清学诊断*

">"
血凝抑制!/'01223+)$%$%$%/$-$)$*%
<1抗体特异性地附着在<1H血凝抗原的特异位点上+干扰<1H血凝抗原与红细胞受体之间的结

合+抑制<1H血凝抗原凝集鸡红细胞的能力*

">'

4)值!(5(3')/.',/*36
每个实时荧光)*+,-)反应管内的荧光信号量达到设定的阈值所经历的循环次数*

'!缩略语

下列缩略语适用于本文件*

J<(血凝抑制#J4KLMMN7B@8@8<8:@E@B@C8$

<1(鸡传染性支气管炎#<8A49B@C7D1FC89:@B@D$

!
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,1?(磷酸盐缓冲液#,:CDO:LB417AA4F45?LN@84$

)I0(核糖核酸#)@EC879N4@909@5$

)*+,-)(反转录+聚合酶链式反应#)4G4FD4*FL8D9F@OB@C8+,CNPK4FLD4-:L@8)4L9B@C8$

?,Q(无特定病原体#?O49@A@9,LB:CM48QF44$

*;-(气管环组织培养#*FL9:4LN;FML8-7NB7F4D$

*;-+<2%/(气管环组织培养半数感染量#*FL9:4LN;FML8-7NB7F4D645@L8<8A49B@G42CD4$

(!临床诊断

(>#!流行病学

(>#>#!主要感染鸡+很少感染其他家禽*所有日龄的鸡都可能感染+但主要侵害%周龄以内的鸡*

(>#>!!传染源为病鸡和健康带毒鸡*主要通过接触传播和气溶胶传播+也可通过粪便"养禽设备"流动

机械"有关人员等传播*

(>!!临床症状

(>!>#!呼吸困难"有啰音或喘鸣音"咳嗽"打喷嚏"流鼻涕*

(>!>!!产蛋率下降"停产或产畸形蛋*畸形蛋包括软壳蛋"砂壳蛋或蛋清稀薄如水等*

(>!>"!排白色稀粪"脱水*

(>!>'!感染鸡死亡*

(>"!病理变化

(>">#!鼻道或窦中有浆液性"卡他性或干酪样的渗出物*

(>">!!气管后段或支气管中可见到干酪样的栓子*

(>">"!肺脏支气管周围可见到小的肺炎区*

(>">'!气囊呈现混浊或含有黄色干酪样渗出物*

(>">(!肾脏苍白"肿大+肾小管和输尿管尿酸盐沉积*

(>">)!产蛋鸡腹腔中有卵黄液*

(>">%!成年鸡因早期感染+导致输卵管呈永久性退行病变*

(>'!结果判定

符合上述流行病学特征"临床症状和病理变化的病例+判定为疑似<1*确诊应进一步进行实验室

诊断*

)!样品采集"保存与运输

)>#!总则

宜选择<1发病初期"具有典型临床症状的鸡+进行样品采集*采样过程中+避免交叉污染*样品采

集"保存及运输按照=1!.$(.的规定执行*

)>!!试剂

)>!>#!OJ'>$的,1?+按照附录 0中的 0>!配制*

"
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)>!>!!含青霉素"链霉素的,1?溶液+将一定量的青霉素"链霉素贮存溶液#按照 0>"配制$加入一定量

的OJ'>$的,1?中+使青霉素"链霉素含量分别为"///<R%KS""KM%KS*

)>"!样品采集

)>">#!咽喉拭子

将灭菌的棉拭子插入鸡咽喉部位+旋转棉拭子擦拭#次$%次*待棉拭子沾有黏液后+将其放入装

有"KS含青霉素"链霉素,1?溶液的采样管中+加盖密封保存*

)>">!!组织器官

无菌采集鸡气管"肺脏"肾脏"输卵管等组织器官约$M+置于无菌采样袋或其他灭菌容器中+密封

保存*

)>">"!血清

无菌采集鸡翅下静脉血约!>%KS+分离血清*将血清置于!>%KS无菌离心管中+加盖密封保存*

)>'!样品保存和运输

样品采集后+应尽快置保温箱中+加入预冷的冰袋+密封+宜"$:内送实验室检测*待检样品应尽

快处理+在$T存放不超过"$:.在U"/T冷冻保存时间可稍长.若需长期保存+应放置于 U'/T以下

条件*尽量避免反复冻融*

)>(!样品处理

)>(>#!拭子样品处理

拭子样品于旋涡振荡器上振荡混匀+于$T以&///F%K@8离心!%K@8+取上清液待检*

)>(>!!血清样品处理

血清样品以&///F%K@8离心%K@8+取上清液待检*

)>(>"!组织器官样品处理

取待检组织器官样品约"M+加入$KS含青霉素"链霉素,1?溶液+充分研磨+混匀+于$T以

&///F%K@8离心!%K@8+取上清液待检*

%!病毒分离与鉴定

%>#!仪器设备

%>#>#!照蛋器*

%>#>!!孵化器*

%>#>"!注射器#!KS"%KS$*

%>#>'!"级生物安全柜*

%>!!试剂

同&>"*
#
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%>"!分离培养

%>">#!被检样品前处理按照&>%进行*

%>">!!按/>"KS%枚的接种量+将被检样品上清液无菌接种于%枚或以上.日龄$!"日龄的?,Q鸡胚

尿囊腔+#'T孵育*每天照胚观察+接种后"$:内死亡的鸡胚弃去*收集死鸡胚和接种&5后仍存活

鸡胚尿囊液+并观察记录鸡胚病变*

%>'!病毒鉴定

%>'>#!若接种被检样品的鸡胚出现特征性矮小病变+胚蜷成球形+脚趾变形压在头上+肾小管出现尿酸

盐沉积+可初步判定为<1H病毒分离疑似阳性+但需要进一步按照第(章"第.章"第!/章的方法对疑

似阳性的病毒尿囊液进行鉴定*若任一方法鉴定其为<1H 阳性+则判定被检样品为<1H 病毒分离阳

性.若#种方法均鉴定其为<1H阴性+则判定被检样品为<1H病毒分离阴性*

%>'>!!若接种被检样品的鸡胚未出现病变+应收集其尿囊液+继续连续接种鸡胚%代*收集培养%代后

的尿囊液按照第(章"第.章"第!/章的方法进行鉴定*若任一方法鉴定其为<1H阳性+则判定被检

样品为<1H病毒分离阳性.若#种方法均鉴定其为<1H阴性+则判定被检样品为<1H病毒分离阴性*

*!病毒7#8947

*>#!仪器设备

*>#>#!,-)扩增仪*

*>#>!!微量移液器#!/%S"!//%S""//%S"!///%S等$+离心管",-)管与吸头均无核酸酶*

*>#>"!台式高速冷冻离心机#最大离心力!"///! 以上$*

*>#>'!,-)电泳仪*

*>#>(!电泳槽*

*>#>)!凝胶成像仪*

*>#>%!"级生物安全柜*

*>!!试剂

*>!>#!*F@VCN溶液*

*>!>!!三氯甲烷*

*>!>"!异丙醇*

*>!>'!'%W乙醇*

*>!>(!)*+,-)一步法试剂盒*

*>!>)!无)I0酶灭菌双蒸水+配制方法参见附录1中的1>!*

*>!>%!2S"///KLFX4F*

*>!>*!电泳缓冲液+配制方法参见1>"*

*>!>$!!>%W琼脂糖凝胶+配制方法参见1>#*

*>!>#&!<1H阳性对照+灭活的<1H鸡胚培养尿囊液*

*>!>##!<1H阴性对照+?,Q鸡胚尿囊液*

*>"!引物

根据<1H的?基因设计引物*上游引物<1H+?Q序列为(%Y+00=-0=0=--**=*---=+#Y+下
$
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游引物<1H+?)序列为(%Y+-0***---*==-=0*0=0=+#Y*

*>'!病毒7:;提取

*>'>#!被检样品前处理按照&>%进行*

*>'>!!取被检样品上清液$//%S+置于灭菌的!>%KS离心管中+加入(//%S*F@VCN溶液+振匀+室温

静置%K@8*加入"//%S三氯甲烷+振荡!%D+室温静置#K@8+于$T以!"///! 离心!%K@8*

*>'>"!取离心后的上清液$//%S+置于灭菌的!>%KS离心管+加入$//%S于U"/T预冷的异丙

醇+颠倒混匀+于$T以!"///! 离心!%K@8+弃上清液*离心管中加入&//%S于U"/T预冷的'%W
乙醇+洗涤+于$T以!"///! 离心!/K@8+弃上清液*重复洗涤"次后+将离心管在吸水纸上控干*

*>'>'!在控干的离心管中加入"/%S无)I0酶的水+溶解)I0+冰上保存待检*
注(若采用商品化试剂盒提取病毒)I0+其使用方法参见商品试剂盒说明书*

*>(!7#8947反应

参见1>$+配置 )*+,-) 一步法反应体系*同时设立<1H 阳性对照和阴性对照*反应条件为(

$"T反转录&/K@8..%T预变性#K@8..%T变性#/D+%/T退火#/D+'"T延伸$%D+共进行#%次循

环.最后+'"T再延伸'K@8*反应结束后+)*+,-)产物置于$T保存*

*>)!电泳

将)*+,-)产物加入!>%W琼脂糖凝胶孔中+加 2S"///KLFX4F作为电泳参照物*调节电压

(/H$!//H+电泳时间约"%K@8*电泳结束后+用凝胶成像仪观察结果*

*>%!结果判定

*>%>#!试验成立条件(<1H 阳性对照出现!&//EO目的条带+且<1H 阴性对照无相应条带#见附录

-$+实验成立*

*>%>!!被检样品出现!&//EO目的条带+判定为<1H核酸阳性.被检样品无!&//EO目的条带+判定为

<1H核酸阴性*

$!病毒实时荧光7#8947

$>#!主要仪器设备

$>#>#!荧光,-)扩增仪*

$>#>!!其余仪器设备与(>!>""(>!>#"(>!>'给出的设备相同*

$>!!试剂

$>!>#!常规化学试剂与(>">!"(>">""(>">#"(>">$给出的试剂相同*

$>!>!!荧光)*+,-)一步法试剂盒*

$>!>"!<1H对照样品(阳性对照#(>">!/$.阴性对照#(>">!!$*

$>"!引物和探针

根据<1H 的 I 基因设计引物和探针*上游引物<1H+IQ序列为(%Y+**=00==*0=Z==Z=*+

*--*=0+#Y.下游引物<1H+I)序列为(%Y+-0=600---0-0-*0*0--0*-+#Y.探针<1H+I,序列

%
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为(%Y+0-[==00-0==0--2=--=-*=0--*+#Y+探针%Y端连接 H<-荧光基团+#Y端连接 1J\+!
淬灭基团*2简并=%0%*.6 简并 0%-.[ 简并 0%*.Z简并-%**

$>'!病毒7:;提取

按照(>$的规定进行*

$>(!实时荧光7#8947反应

参见1>%+配制实时荧光)*+,-)反应体系*同时设立<1H阳性对照和阴性对照*将,-)管置于

荧光定量,-)仪上进行)*+,-)扩增+反应条件为($"T反转录%K@8..%T预变性#/D..%T变性

%D+&/T退火#/D+共进行$/次循环*每次循环在&/T退火#/D时搜集荧光信号*

$>)!质控标准

$>)>#!<1H阳性对照-B值小于或等于#/+且出现特征性扩增曲线#见附录2$*

$>)>!!<1H阴性对照无-B值+且无特征性扩增曲线*

$>%!结果判定

$>%>#!被检样品-B值"#%+且出现特征性扩增曲线+判定为<1H核酸阳性*

$>%>!!被检样品无-B值或-B值##(+且无特征性扩增曲线+判定为<1H核酸阴性*

$>%>"!被检样品#%$-B值"#(且出现特征性扩增曲线+判定为可疑+需重复检测*如重复检测结果为

<1H核酸阳性或仍为可疑+判定被检样品为<1H核酸阳性.否则判定为<1H核酸阴性*

#&!病毒基因型鉴定!

#&>#!仪器设备!

与(>!给出的仪器设备相同*

#&>!!试剂

<1H阳性对照为已知基因型<1H毒株"电泳参照物为2S!///KLFX4F*其余相应试剂均同(>"*

#&>"!引物序列

'种<1H的基因型"鉴定相关基因型的引物序列及相应的)*+,-)产物长度见表!*

表#!鉴定<"=基因型的引物序列及其7#8947产物长度

<1H基因型
引物序列

方向%Y+#Y
)*+,-) 产物长度EO

6LDD
上游引物(=0*===*=*--*0*00-*==-0*=-

下游引物(-*-=00**--I=*)**)*0Z*=)-0
#%%

0FX
上游引物(=0*===*=*--*0*00-*==-0*=-

下游引物(-*-=00**--I=*)**)*0Z*=)-0
#/(

&
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表#!鉴定<"=基因型的引物序列及其7#8947产物长度 #续$

<1H基因型
引物序列

方向%Y+#Y
)*+,-) 产物长度EO

]6^
上游引物(=-0--*==-00**-*

下游引物(-*-=00**--I=*)**)*0Z*=)-0
%%/

-L%&##%(%
上游引物(-0=00=-0==**-*=-*00-

下游引物(-*-=00**--I=*)**)*0Z*=)-0
%%%

-CC8
上游引物(*-000=-**-0I==I==I=-I*0

下游引物(=*0*0=0-*=*==00*==0
"&!

24%/'"%."
上游引物(*-000=-**-0I==I==I=-I*0

下游引物(*0*=--0*00-0==*=*0
$."

$%.!
上游引物(0=*0=****=*=*0*000--0

下游引物(-0=0**=-**0-00--0--
!%#

!!注(I简并 0%*%=%-.)简并 0%=.Z简并 0%=*

#&>'!病毒7:;提取

按照(>$的规定进行*

#&>(!鉴定<"=基因型的7#8947反应

按照(>%的规定进行*

#&>)!电泳

按照(>&的规定进行*

#&>%!结果判定

#&>%>#!试验成立条件(<1H阳性对照出现相应目的条带#条带长度见表!$+<1H 阴性对照样品无目的

条带+试验成立*

#&>%>!!被检样品出现与基因型鉴定引物对应目的条带+判定<1H为该基因型.被检样品无引物对应目

的条带+则不判定<1H的基因型*

#&>%>"!对于用表!中'种引物不能识别<1H基因型的被检样品+按照第(章描述的方法+将该样品的

<1H核酸进行)*+,-)+对扩增的目的 2I0 产物进行测序+与 I-1<数据库公布的<1H 基因序列比

对+确定被检样品的<1H基因型*

##!血凝及血凝抑制试验

##>#!仪器设备

##>#>#!.&孔 H形微量反应板*

##>#>!!振荡器*

'
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##>#>"!微量移液器#!/%S"!//%S""//%S"!///%S等$*

##>!!试剂

##>!>#!OJ'>$的,1?*

##>!>!!<1标准抗原*

##>!>"!<1标准阳性血清*

##>!>'!<1阴性血清+为?,Q鸡血清*

##>!>(!!W鸡红细胞悬液+按照 0>#的方法进行配制*

##>"!血凝试验

##>">#!按 H形微量反应板由左到右的顺序+在第!孔至第!"孔中均滴加"%%S的,1?*

##>">!!取<1抗原"%%S+加于H形微量反应板的第!孔+倍比稀释至第!!孔+第!!孔吸"%%S弃去*

第!"孔中仅为"%%S,1?+作为对照*

##>">"!每孔中加入"%%S!W鸡红细胞悬液+振荡混匀*将 H形微量反应板于室温静置约$/K@8+当
对照孔#第!"孔$红细胞呈显著纽扣状时+判定结果*将 H 形微量反应板倾斜$%_+以红细胞无流淌视

为完全凝集+完全凝集的抗原最高稀释倍数为抗原血凝效价*

##>">'!计算出含$个血凝单位抗原的稀释倍数*将血凝效价除以$+即为含$个血凝单位抗原稀释液

应予的稀释倍数*

##>'!血凝抑制试验

##>'>#!被检血清样品前处理按照&>%进行*

##>'>!!按 H形微量反应板由左到右的顺序+在第!孔至第!"孔中均滴加"%%S,1?*

##>'>"!取"%%S被检血清于第!孔中+混匀后取"%%S于第"孔+依次倍比稀释至第!!孔+最后"%%S
弃去*第!"孔仅为"%%S,1?*

##>'>'!根据!!>#>$+用,1?稀释制备含$个血凝单位的<1抗原液*除第!孔不加抗原外+第"至第

!"孔加入"%%S$个血凝单位的<1H抗原液*H形微量反应板室温下静置约#/K@8*

##>'>(!加"%%S!W红细胞悬液于各孔中+振荡混匀+H形微量反应板室温下静置约$/K@8*将 H形

微量反应板倾斜$%_+观察有无红细胞凝集*以完全抑制红细胞凝集的血清最大稀释倍数为被检血清

样品的血凝抑制#J<$滴度*

##>'>)!试验成立条件(第!列血清对照孔呈显著纽扣状+第!"列抗原对照孔完全凝集+同步进行的

<1阳性血清对照的结果与已知效价不超过"个滴度+<1阴性血清对照的结果不高于"NCM"*条件全部

成立时+判定试验结果*

##>'>%!结果判定(被检样品 J<%$NCM"+判定为<1抗体阳性.被检样品 J<"#NCM"+判定为<1抗体阴

性*若$NCM"#被检样品 J<##NCM"+需要对被检样品重复试验.重复试验结果为该被检样品 J<#
#NCM"+判定为<1抗体阳性.否则判定为<1抗体阴性*

注(血凝抑制试验主要针对与<1H抗原血清型一致的疫苗免疫抗体*若采用有注册资质的<1商用3S<?0试剂盒

检测鸡群<1H免疫抗体+考虑到一些商品化 3S<?0试剂盒检测<1抗体的方法和条件不同+试验操作时+依照

与商品化3S<?0试剂盒配套的说明书进行*

(
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#!!气管环组织培养血清中和试验

#!>#!仪器设备

#!>#>#!眼科剪*

#!>#>!!眼科镊子*

#!>#>"!平皿*

#!>#>'!细胞培养板#$(孔$*

#!>#>(!吸管*

#!>#>)!注射器#!KS"%KS$*

#!>#>%!离心管*

#!>#>*!倒置显微镜*

#!>#>$!#'T培养箱*

#!>#>#&!"级生物安全柜*

#!>!!试剂

#!>!>#!JL8X/D液+按照 0>$的方法配制

#!>!>!!含青霉素"链霉素 JL8X/液+将一定量的青霉素"链霉素贮存溶液加入一定量的 JL8X/D液

中+使青霉素"链霉素的含量分别为"///<R%KS""KM%KS*

#!>!>"!/>$W酚红溶液+按照 0>%配制*

#!>!>'!'W碳酸氢钠#ILJ-;#$溶液+按照 0>&配制*

#!>!>(!2636 培养液*

#!>!>)!犊牛血清*

#!>!>%!<1H病毒*

#!>!>*!<1阳性血清*

#!>!>$!<1阴性血清*

#!>"!气管环组织培养##>4$

#!>">#!取!(日龄$"/日龄的?,Q鸡胚+无菌打开蛋壳+取出鸡胚+置于灭菌的平皿内*

#!>">!!无菌剪开鸡胚颈部皮肤+剥离气管周围组织+取出气管+用含青霉素"链霉素 JL8X/D液冲洗

两次*

#!>">"!无菌将剪成!KK厚的气管环组织置于细胞培养板孔中+每孔放置!个气管环组织+加入!KS
含"W犊牛血清的2636 培养液+调节OJ 值'>"$'>$#用/>$W酚红溶液指示酸碱度+'WILJ-;# 溶

液调节酸碱度$*#'T培养"$:后+在倒置显微镜下进行观察*

#!>">'!待气管环组织培养物上皮完整"纤毛运动活泼+即可进一步用作<1H抗体中和试验*

#!>'!<"=对气管环组织培养半数感染量##>48<?(&$的测定

#!>'>#!用含"W犊牛血清的2636 培养液#OJ'>"$'>$$将<1H按!/U!至!/U.稀释+每个稀释度各

取!KS+分别接种%个培养好的气管环组织培养物的板孔中*另取%个气管环组织培养物+仅加入

!KS含"W犊牛血清的2636 培养液+作为对照*#'T培养&5*

#!>'>!!对照气管环组织培养物于#'T培养&5应无病变+即上皮细胞不脱落+且%/W以上纤毛正常

.
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运动*记录接种<1H后培养&5内的气管环组织培养物的病变结果+气管环组织培养物发生病变时+表
现为细胞脱落+正常运动的纤毛少于"%W*

#!>'>"!统计试验数据+按)445+67489:法计算*;-+<2%/+见附录3*

#!>(!气管环组织培养血清中和试验

#!>(>#!样品前处理

被检血清样品前处理首先按照&>%进行.进行中和试验前+还需要%&T水浴灭活#/K@8*

#!>(>!!试验方法

采用固定病毒+稀释血清的方法*用含"W犊牛血清的2636 培养液#OJ'>"$'>$$将被检样品作

倍比稀释+如!̀ "+!̀ $+!+!̀ "%&等*取每个滴度的稀释被检样品">%KS+加入">%KS含"//个

*;-+<2%/的稀释<1H#用含"W犊牛血清的2636 培养液稀释+OJ'>"$'>$$+充分混匀后置#'T温

箱内反应!:*将稀释被检样品和<1H的反应混合液接种%孔气管环组织培养物+每孔接种液体量为

!KS*#'T培养&5后+判定结果*

#!>(>"!试验对照

气管环组织培养物空白对照为取%孔气管环组织培养物+各加入!KS含"W犊牛血清的 2636
培养液*

病毒对照为将<1H用 JL8X/D液稀释成每个接种剂量含!/U"个$!/" 个*;-+<2%/+每个滴度接种

于%孔气管环组织培养物+每孔接种量为!KS*

血清毒性对照为将低倍稀释的被检血清样品加入%孔气管环组织培养物+每孔加入!KS*

<1阳性血清对照和<1阴性血清对照则与被检血清样品进行同步平行试验*

#!>(>'!试验成立条件

试验成立条件如下(
&&&气管环组织培养空白对照应无病变.
&&&!/U!个和!/U"个 *;-+<2%/病毒对照应无病变+!// 个 *;-+<2%/病毒对照出现部分病变+!/!

个和!/" 个*;-+<2%/病毒对照出现全部病变.
&&&血清毒性对照应无病变.
&&&阳性对照血清中和效价试验结果与其已知的中和效价应不超过"NCM"的滴度+阴性血清中和

效价应"$*

当所有条件成立时+统计被检样品试验数据+按)445+67489:法#见附录3$计算血清的中和效价*

#!>(>(!结果判定

被检样品中和效价大于或等于!&+判定为<1抗体阳性.被检样品中和效价小于或等于$+判定为

<1抗体阴性*

若被检样品中和效价大于$且小于!&+需要对被检样品重复试验*重复试验结果为该被检样品中

和效价大于$+判定为<1抗体阳性.否则判定为<1抗体阴性*

#"!综合判定

#">#!对于未接种过<1疫苗的鸡群+按照第'章"第(章"第.章"第!/章的方法检测其样品<1H+若任

/!
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一种试验方法的检测结果为<1H阳性+则判定被检鸡感染了<1H*

#">!!对于未接种过<1疫苗的鸡群+按照第'章"第(章"第.章的方法检测其样品<1H+且#种试验方

法的检测结果均为<1H阴性时+可用第!!章"第!"章的方法检测其样品<1抗体+若任一种试验方法

的检测结果为<1抗体阳性+则判定被检鸡感染过<1H*

#">"!对于接种过<1疫苗的鸡群+按照第'章"第(章"第.章"第!/章的方法检测其样品<1H+若任一

种试验方法的检测结果为<1H阳性+且证明该<1H阳性非疫苗株引起+判定被检鸡感染了<1H*

#">'!对于接种过<1疫苗的鸡群+按照第'章"第(章"第.章的方法检测其样品<1H+且#种试验方法

的检测结果均为<1H阴性时+可用第!"章的方法检测其样品<1抗体+若<1抗体结果呈阳性+且该抗体

血清型不同于接种疫苗株+判定被检鸡感染过<1H*

!!
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附!录!;
#规范性$

常用试剂溶液配制

;>#!@A%>'磷酸盐缓冲液#9"B$

称取!>$$M的磷酸氢二钠#IL"J,;$$"/>"$M的磷酸二氢钾#̂ J",;$$"(>/M的氯化钠#IL-N$及

/>"M的氯化钾#̂-N$+溶于去离子水中+定容至!///KS+!"!T高压蒸汽灭菌!%K@8+$T保存*

;>!!青霉素"链霉素贮存溶液

取青霉素!//////<R"链霉素!//////%M+用灭菌去离子水配成!/KS的上述两种抗生素的贮

存液#浓度分别为(青霉素!/////<R%KS"链霉素!/////%M%KS$*分装小瓶+于U"/T保存*

使用时根据需要+将青霉素"链霉素贮存溶液加入,1?"JL8X/D液或培养液至工作浓度+调溶液

OJ 至'>/$'>$*

;>"!#C鸡红细胞悬液

;>">#!阿氏液的配制

称取"/>%M葡萄糖#-&J!";&$"(>/M柠檬酸三钠#IL#-&J%;'$"/>%%M柠檬酸#-&J(;'$"$>"M氯

化钠#IL-N$+加蒸馏水至!///KS+溶解+分装+!"/T高压蒸汽灭菌"/K@8+$T保存*

;>">!!#C鸡红细胞悬液配制

采集至少#只健康成年公鸡静脉血液+以!̀ "的比例与阿氏液混匀+用"/倍量,1?洗涤#次$
$次+将血浆"白细胞充分洗去"吸出+至上清液清亮*每次以!%//F%K@8离心%K@8+最后一次!/K@8*

将洗涤后沉淀的红细胞用,1?配成体积比为!W的悬液*

;>'!A1%D/,液

;>'>#!母液;配制

溶液!(称取!&/M氯化钠#IL-N$"(M氯化钾#̂ -N$""M硫酸镁#6M?;$0'J";$""M氯化镁

#6M-N"0&J";$+将上述各成分溶于(//KS去离子水中*

溶液"(取氯化钙#-L-N"$">(M+溶于!//KS去离子水中*

将溶液!和溶液"两种溶液混合后+加无离子水至!///KS+即母液 0+$T保存*

;>'>!!母液"配制

称取!>"M磷酸二氢钾#̂J",;$$"#>/$M磷酸氢二钠#IL"J,;$0!"J";$""/>/M葡萄糖#-&J!";&$+将

上述三种成分溶于(//KS去离子水中+最后加入!//KS/>$W酚红溶液*加无离子水至!///KS+即母液

1+$T保存*

;>'>"!配制A1%D/,应用液

取母液 0"1各!份+去离子水!(份+混匀后分装+!"/T高压蒸汽灭菌"/K@8+$T保存*使用

"!

!"!#!"#$%"!&!!



前+用无菌'W碳酸氢钠溶液调 JL8X/D液OJ 值至'>"$'>&*

;>(!&>'C酚红溶液

称取酚红/>$M置研钵中+逐渐滴入/>!KCN%S氢氧化钠#IL;J$+不断研磨至颗粒完全溶解+再加

入去离子水至!//KS*

;>)!%C碳酸氢钠#:1A4>"$溶液

称取'M碳酸氢钠溶于!//KS去离子水中+!"!T高压蒸汽灭菌!%K@8+$T保存*

#!
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附!录!"
#资料性$

7#8947溶液的配制

">#!无7:;酶灭菌双蒸水

灭菌双蒸水!//KS+加入23,-%/%S+室温过夜+!"!T高压!%K@8+分装到!>%KS的无 )I0
酶的!>%KS离心管中*

">!!(&+#;E电泳缓冲液

称取!(>&!M无水乙二铵四乙酸二钠#32*0$+加入(/KS灭菌双蒸水+用固体氢氧化钠调OJ 至

(>/+灭菌双蒸水定容至!//KS+得到/>%KCN%S乙二铵四乙酸二钠#32*0$溶液#OJ(>/$+室温保存*
称取"$>"M三羟甲基氨基甲烷#*F@D$+加入!/KS冰乙酸#-J#-;;J$"!/KS/>%KCN%S乙二铵

四乙酸二钠#32*0$#OJ(>/$+加双蒸水至!//KS+室温保存*使用时用双蒸水稀释为!a*03*

">"!#>(C琼脂糖凝胶

称取!>%M琼脂糖于!//KS!a*03缓冲液中+加热融化后充分摇匀+待冷至%/T$&/T时+加
入%%S!/KM%KS的溴化乙锭#31$贮存液或其他商品化可用于琼脂糖凝胶电泳的 2I0 染料*摇

匀+倒入插好梳子的电泳板上+凝固后取下梳子+备用*

">'!7#8947一步法反应体系

)*+,-)一步法反应体系见表1>!*

表">#!7#8947一步法反应体系

组分
体积

%S

无)I0酶灭菌双蒸水 "#

!/a;84DB4O)I0,-) 缓冲液 %

6M-N"#"%KKCN%S$ !/

5I*,6@bB7F4#各!/KKCN%S$ %

上游引物#"/%KCN%KS$ !

下游引物#"/%KCN%KS$ !

)ILD4<8:@E@BCF#$/R%%S$ !

06H)*LD4cS#%R%%S$ !

06H+;OB@K@V45*Ld#%R%%S$ !

模板)I0 "

总体积 %/

!!注(不同公司生产的一步法)*+,-)试剂盒反应成分不同+体系不同+根据相应的说明书进行修正使用*

$!

!"!#!"#$%"!&!!



">(!实时荧光7#8947反应体系

实时荧光)*+,-)反应体系见表1>"*

表">!!实时荧光7#8947反应体系

组分
体积

%S

无)I0酶灭菌双蒸水 (

"a反应混合液 !">%

上游引物<1H+IQ#!/%KCN%%S$ />%

下游引物<1H+I)#!/%KCN%%S$ />%

探针<1H+I,#$/R%%S$ />%

,FC*LdJ?2I0,CNPK4FLD4 />%

)*LD438VPK46@b />%

模板)I0 "

总体积 "%

!!注(不同公司生产的实时荧光)*+,-)试剂盒反应成分不同+体系不同+根据相应的说明书进行修正使用*

%!

!"!#!"#$%"!&!!



附!录!4
#资料性$

鸡传染性支气管炎病毒7#8947检测结果参照图

鸡传染性支气管炎病毒)*+,-)检测结果见图->!*

标引序号说明(

6 &&&2I0分子量标准#2S"///KLFX4F$.

! &&&鸡传染性支气管炎病毒阳性对照*

图 4>#!鸡传染性支气管炎病毒7#8947检测结果参照图

&!

!"!#!"#$%"!&!!



附!录!?
#资料性$

鸡传染性支气管炎病毒实时荧光7#8947检测结果参照图

鸡传染性支气管炎病毒实时荧光)*+,-)检测结果见图2>!*

标引序号说明(

!!!&&&阳性对照.

" &&&阴性对照.

# &&&阈值线.

&)8 &&&相对荧光强度.

-P9N4&&&循环数*

图 ?>#!鸡传染性支气管炎病毒实时荧光7#8947检测结果参照图

'!

!"!#!"#$%"!&!!



附!录!E
#资料性$

7''68F+'%(/法计算#>48<?(&和血清中和效价

E>#!7''68F+'%(/法计算#>48<?(&

依照!">$的方法对需要测定 *;-+<2%/的<1H 进行连续!/倍系列稀释+接种气管环组织培养

物+#'T培养&5+记录气管环组织培养病变结果*计算*;-+<2%/的示例见表3>!*

表 E>#!#>48<?(&的测定和计算#7''68F+'%(/法$

病毒液稀释度

观察结果

病变*;-数 正常*;-数

累计结果

病变*;-数 正常*;-数
*;-总数

出现病变的孔数

占总数的百分比

W

!/U! &% '/ "( / "( !//

!/U" &% '/ "# / "# !//

!/U# &% '/ !( / !( !//

!/U$ &% '/ !# / !# !//

!/U% &$ '! ( ! . ((>.

!/U& &# '" $ # ' %'>!

!/U' &! '$ ! ' ( !">%

!/U( &/ '% / !" !" /

!/U. &/ '% / !' !' /

!!出现病变的*;-数和正常*;-数分别列于表3>!的第"列和第#列+它们的累计数分别于第$
列和第%列#根据箭头所示方向$+第&列为*;-总数+第'列为出现病变的*;-数占*;-总数的百

分率*可见该病毒株的 *;-+<2%/在!/U&#%'>!W$和!/U'#!">%W$之间+其确切稀释倍数通过计算为

/>!&+因此该病毒的*;-+<2%/应是!/U&>!&%KS*查反对数+得!$$%///+即该病毒!$$%///倍稀释可

引起%/W的气管环组织培养物出现病变*

E>!!7''68F+'%(/法计算血清中和效价

依照!">%的方法+将被检血清稀释"中和"接种气管环组织培养物+#'T培养&5+记录气管环组织

培养病变结果*计算血清中和效价的示例见表3>"*

表 E>!!中和效价的测定和计算#7''68F+'%(/法$

血清稀释度

#病毒量固定$

观察结果

病变

*;-数

正常

*;-数

累计结果

病变

*;-数

正常

*;-数

*;-总数

出现病变的孔数

所占百分率

W

保护率

W

!̀ "#!/U/>#$ /' %& / !" !" / !//

(!

!"!#!"#$%"!&!!



表 E>!!中和效价的测定和计算#7''68F+'%(/法$#续$

血清稀释度

#病毒量固定$

观察结果

病变

*;-数

正常

*;-数

累计结果

病变

*;-数

正常

*;-数

*;-总数

出现病变的孔数

所占百分率

W

保护率

W

!̀ $#!/U/>&$ !' $& ! & ' !$># (%>'

!̀ (#!/U/>.$ #' "& $ " & &&>' ##>#

!̀ !&#!/U!>"$ %' /& % / % !// /

!̀ #"#!/U!>%$ %' /& !$ / !$ !// /

!!按)445+67489:法计算+血清稀释度介于!/U/>&和!/U/>.之间时+能保护%/W*;-免受感染*距

离比例e#(%>'U%/$%#(%>'U##>#$e/>&(
低于%/W病变率的血清稀释的对数f距离比a稀释系数的对数

eU/>&f/>&(a#U/>#$eU/>(/$
U/>(/$的反对数e!̀ &
由此可得该血清样品的中和效价为&*

!"!#!"#$%"!&!!
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