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(57)摘要

本发明涉及一种区分牛布鲁氏菌疫苗免疫

与自然感染状态的方法。本方法建立在对布鲁氏

菌IgG和IgM抗体亚型检测方法的基础上，构建易

感动物模型，获得我国常用布鲁氏菌弱毒疫苗

(猪种S2株和牛种A19株)疫苗免疫及标准强毒株

(牛种2308株)作为自然感染的抗体消长规律。并

根据自然感染组与疫苗免疫组的特点，确定5种

状态，建立了区分自然感染与疫苗免疫的方法；

并对本方法进行验证，确认其可靠性。本法只需

对一个样本同时检测其IgG和IgM就可对自然感

染和疫苗免疫进行区分，方法简单方便、准确性

高、操作时间短和价格低廉，适用于各类实验室

操作，满足规模检测的要求，本方法填补了国内

外在此领域的技术空白，为布病防控提供了技术

支撑。
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1.一种区分牛布鲁氏菌疫苗免疫与自然感染状态的方法，其特征在于通过分析牛体内

针对布鲁氏菌特异性IgG和IgM亚型抗体水平，确定被检测牛的感染/免疫状态，实现对牛布

鲁氏菌疫苗免疫或自然感染的区分，满足布鲁氏菌病流行病学调查，本方法为非疾病诊断

性的。

2.权利要求1所述的一种区分牛布鲁氏菌疫苗免疫与自然感染状态的方法，其特征在

于布鲁氏菌特异性IgG和IgM亚型抗体水平的检测，是基于特定的牛布鲁氏菌IgG抗体检测

试剂盒和牛布鲁氏菌IgM抗体检测试剂盒进行的。

3.权利要求1所述的一种区分牛布鲁氏菌疫苗免疫与自然感染状态的方法，其特征在

于确定被检测牛的感染/免疫状态是通过构建布鲁氏菌疫苗免疫和模拟布鲁氏菌自然感染

的牛体内IgG和IgM消长规律，并划分判定范围来实现的，即判断被检动物的感染/免疫状态

的指标定为：

当血清样本的P％值≥20％时，为牛布鲁氏菌IgG亚型抗体阳性，当血清样本的P％值＜

20％时，为牛布鲁氏菌IgG亚型抗体阴性；

当血清样本的P％值≥85％时，为牛布鲁氏菌IgM亚型抗体阳性，当血清样本的P％值＜

85％时，为牛布鲁氏菌IgM亚型抗体阴性。

4.权利要求1、3所述的一种区分牛布鲁氏菌疫苗免疫与自然感染状态的方法，其特征

在于判断被检动物的感染/免疫状态的指标是建立是来自以下的试验结果：

当检验结果为：IgG，S/P≥60％；IgM，S/P≤85％时，标识为状态1，为自然感染；检验结

果为IgG，S/P≥60％；IgM，S/P≥85％，标识为状态2，为自然感染或A19免疫初期；检验结果

为IgG，S/P介于20％～60％；IgM，S/P≥85％，标识为状态3，为A19免疫；检验结果为IgG，S/P

介于20％～60％；IgM，S/P≤85％，标识为状态4，为A19免疫后期或感染后期；检验结果为：

IgG，S/P＜20％；IgM，S/P≥85％，标识为状态5，为S2免疫或急性感染。

5.权利要求1所述一种区分牛布鲁氏菌疫苗免疫与自然感染状态的方法，其特征在于

其中的数据处理可以使用计算机处理完成。
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一种区分牛布鲁氏菌疫苗免疫与自然感染状态的方法

技术领域

[0001] 本发明涉及一种区分牛布鲁氏菌疫苗免疫与自然感染状态的方法——属生物制

品检测技术领域。

技术背景

[0002] 布鲁氏菌病作为重要人畜共患病之一，严重威胁公共安全和养殖业健康发展。对

于家畜来说，布病的主要症状有波状热、体重降低、消瘦、产奶性能下降，对于怀孕母畜则引

起流产、死胎、久配不孕等症状，给国际贸易带来严重威胁，也影响相关动物制品的出口，被

世界动物卫生组织(OIE)列为B类传染病，我国也将其列为二类传染病之一。除少数发达国

家外，布病在世界170多个国家均有发生，其中以中亚、中东等流行情况最为严重。

[0003] 我国布病曾在上世纪60～80年代得到有效控制，但近年来，动物布病的发病数量

和群体发病率却呈现逐年升高的趋势。作为一种严重影响公共卫生安全和养殖业健康发展

的人畜共患病，预防和控制布病显得迫在眉睫。布病已被纳入《国家中长期动物疫病防治规

划(2012～2020年)》。在消灭布病的国家或地区，通常采取疫苗免疫和检疫扑杀相结合的措

施以达到净化群体的目的。

[0004] 疫苗免疫是在动物上最为有效控制和预防布病的措施之一。牛种布鲁氏菌S19株

和猪种布鲁氏菌S2株对于我国布病的防控起到了重要作用，尤其是S2株，其有我国在上世

纪60年代开发，对各种布病易感动物均具有良好的保护效果，且毒力较低，免疫后产生的副

反应和对公共卫生的安全威胁较低。但是上述两种疫苗均为光滑型菌株，其产生的抗体与

自然感染难以区分，给疫苗的使用带来了极大困扰。

发明内容

[0005] 本发明的目的在于建立了一种能够区分动物牛布鲁氏菌疫苗免疫与自然感染的

技术方法，本发明通过前期建立的针对牛布鲁氏菌IgG和IgM亚型抗体的间接ELISA方法

(CN05067812A和CN06771182A)，分别对皮下接种免疫牛布鲁氏菌活疫苗(A19株)、口服免疫

牛布鲁氏菌活疫苗(S2株)，以及注射牛布鲁氏菌2308株强毒活菌人工()感染的成年牛血

液中的IgG和IgM亚型进行持续追踪其消长规律，确定不同状态(免疫/感染)临界值，以建立

牛布鲁氏菌免疫/自然感染的抗体亚型消长模型，并通过抗体亚型对布鲁氏菌疫苗免疫或

自然感染进行鉴别诊断提供技术方法，满足我国布病流行病学调查的需要。

[0006] 本发明的技术方案

[0007] 1.本发明所述一种区分牛布鲁氏菌疫苗免疫与自然感染状态的方法，在于通过分

析牛体内针对布鲁氏菌特异性IgG和IgM亚型抗体水平，确定被检测牛的感染/免疫状态，实

现对牛布鲁氏菌疫苗免疫或自然感染的区分，满足布鲁氏菌病(布病)流行病学调查，本方

法为非疾病诊断性的。

[0008] 2.本发明所述一种区分牛布鲁氏菌疫苗免疫与自然感染状态的方法，还在于布鲁

氏菌特异性IgG和IgM亚型抗体水平的检测，是基于特定的牛布鲁氏菌IgG抗体检测试剂盒
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和牛布鲁氏菌IgM抗体检测试剂盒进行的。

[0009] 3.本发明所述的一种区分牛布鲁氏菌疫苗免疫与自然感染状态的方法，还在于确

定被检测牛的感染/免疫状态是通过构建布鲁氏菌疫苗免疫和模拟布鲁氏菌自然感染的牛

体内IgG和IgM消长规律，并划分判定范围来实现的，即判断被检动物的感染/免疫状态的指

标定为：

[0010] 当血清样本的P％值≥20％时，为牛布鲁氏菌IgG亚型抗体阳性，当血清样本的P％

值＜20％时，为牛布鲁氏菌IgG亚型抗体阴性；

[0011] 当血清样本的P％值≥85％时，为牛布鲁氏菌IgM亚型抗体阳性，当血清样本的P％

值＜85％时，为牛布鲁氏菌IgM亚型抗体阴性。

[0012] 4.本发明所述的一种区分牛布鲁氏菌疫苗免疫与自然感染状态的方法，还在于其

中判断被检动物的感染/免疫状态的指标是建立是来自以下的试验结果：

[0013] 当检验结果为：IgG，S/P≥60％；IgM，S/P≤85％时，标识为状态1，为自然感染；检

验结果为IgG，S/P≥60％；IgM，S/P≥85％，标识为状态2，为自然感染或A19免疫初期；检验

结果为IgG，S/P介于20％～60％；IgM，S/P≥85％，标识为状态3，为A19免疫；检验结果为

IgG，S/P介于20％～60％；IgM，S/P≤85％，标识为状态4，为A19免疫后期或感染后期；检验

结果为：IgG，S/P＜20％；IgM，S/P≥85％，标识为状态5，为S2免疫或急性感染。

[0014] 5.本发明所述一种区分牛布鲁氏菌疫苗免疫与自然感染状态的方法，其中的数据

处理适合使用计算机处理完成。

[0015] 本发明具体实施方式

[0016] 本发明分别用针对IgG和Ig M的牛布鲁氏菌间接ELI SA抗体检测试剂盒

(CN05067812A和CN06771182A)测定抗体效价，其方法见附注1。

[0017] 1.本申请建立了布鲁氏菌病活疫苗(A19株)(以下间称：A19疫苗)免疫牛体内的抗

体变化规律，

[0018] 选择布病阴性牛50头以上，按A19株疫苗的使用说明进行注射免疫，并在不同的时

间点采集血样，分离血清。分别用针对IgG和IgM的牛布鲁氏菌间接ELISA抗体检测试剂盒

(CN05067812A和CN06771182A)测定抗体效价，记录各阶段测定的P值：

[0019] 本发明分别用A19疫苗注射免疫92头布鲁氏菌抗体阴性的成年牛，并于免疫后7

天、15天、30天、60天、90天、120天和150天分别采集血清样本进行抗体检测，以描绘A19疫苗

免疫后，免疫牛体内IgG和IgM的变化规律。研究结果发现(见图1)，A19疫苗免疫后第7天，其

体内IgG和IgM抗体就开始出现，并同时在第15天达到高峰，之后开始逐步下降。对于IgG，在

免疫15天后，A19疫苗免疫组抗体水平明显下降，到90天时IgG的平均数已接近临界值，其群

体内不同时间段阳性率分别为62.64％(第7天)、84.78％(第15天)、78.26％(第30天)、75％

(第60天)、36.95％(第90天)、27.17％(第120天)和14.22％(第150天)。不同时间段抗体水

平存在着统计学差异，其中第60天与第90天之间差异显著(p<0.01)，说明动物在免疫60天

之后，其体内IgG的含量明显下降。与IgG相比，A19疫苗免疫组其IgM的变化更为明显，免疫

15天后IgM抗体水平达到高峰，之后快速下降，在第60天时，其平均值已接近临界值，到120

天后则完全消失。不同时间段内，IgM的含量变化十分明显，第15天与第30天，第30天与第60

天，第90天与第120天之间，抗体效价均有显著性差异(p<0.01)。根据群体在免疫后不同时

期抗体水平的算术平均数绘制抗体趋势规律图(见图2)，图中可以发现，A19免疫后15天，其
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IgG水平高于临界值，之后逐步下降，到90天时基本低于临界值；IgM第15天达到高峰，其后

持续下降，60天后，低于临界值。

[0020] 2.本申请建立了布鲁氏菌病活疫苗(S2株)(以下间称：S2疫苗)免疫牛体内的抗体

变化规律

[0021] S2疫苗是我国使用最为广泛的布鲁氏菌活疫苗，研究其不同亚型抗体的变化趋

势，寻找区分不同免疫状态的重要标识更为具有意义。

[0022] 选择布病阴性牛50头以上，按S2疫苗的使用说明进行口服免疫，并在不同的时间

点采集血样，分离血清。分别用针对IgG和IgM的牛布鲁氏菌间接ELISA抗体检测试剂盒

(CN05067812A和CN06771182A)测定抗体效价，记录各阶段测定的P值：

[0023] 与A19相比，S2疫苗对牛的推荐免疫途径为口服，其免疫组动物体内抗体效价整体

呈现效价低、下降快的特点(见图3)。具体来说，大部分试验牛体内IgM亚型抗体在免疫后7

天开始产生，到15天时达到高峰。在高峰期，其抗体水平(P％值)为临界值的3倍左右，大部

分样本其P％值处于100～200之间。15天后其抗体水平迅速下降，到第60天时，群体平均值

在处于临界值以下，到第90天时，群体中大部分样本(55/56)已低于临界值。与A19明显不同

的是，S2疫苗免疫群体其IgG亚型抗体含量很低，除在免疫后30天个别样本(4/56)其抗体水

平稍高与临界值之外，大部分在整个监测周期内均低于临界值，这是S2免疫牛最重要的特

点之一。相对于A19疫苗免疫组，S2疫苗组不同时间段IgM亚型抗体水平变化更加剧烈。S2疫

苗免疫后其IgM亚型抗体在第7天与第15天，第15天与第30天，第30天与第60天，第60天与第

90天，以及90与第120天之间均有显著差异(p<0.05)；对于IgG，虽然大部分样本在整个监测

期之内抗体均低于临界值，但在第30天与第60天、以及第60天与第90天也存在显著差异(p<

0.05)。根据群体在免疫后不同时期抗体水平的算术平均数绘制抗体趋势规律图(见图4)，

由图2和图4相比较可以看出，S2疫苗组免疫的牛，其IgG平均抗体水平要明显低于A19疫苗

免疫组，而IgM，虽然其最高值低于A19疫苗组，但第15天后，其水平和下级幅度与A19疫苗组

比较接近。

[0024] 3.本申请建立了布鲁氏菌参考强毒(2308株)感染牛体内IgG和IgM消长规律测定

的抗体变化规律

[0025] 2308感染牛的抗体。选择布病阴性牛4头在P3实验室进行人工感染，并在不同的时

间点采集血样，分离血清。分别用针对IgG和IgM的牛布鲁氏菌间接ELISA抗体检测试剂盒

(CN05067812A和CN06771182A)测定抗体效价，记录各阶段测定的P值：

[0026] 本申请中，我们采用布鲁氏菌参考强毒牛种布鲁氏菌2308株对试验牛进行模拟自

然感染的试验，并跟踪了其抗体消长的趋势规律(见图5)。结果发现，与疫苗免疫组(包括

A19疫苗组和S2疫苗组)相比，感染组具有抗体产生晚、持续时间长的特点。IgM亚型抗体在

感染后两周才开始检测到，到第30天时达到高峰，之后快速下降，到第90天时低于临界值，

IgM抗体效价最高时也仅为临界值的2倍，不同感染个体之间的抗体水平差异较小。相对于

IgM，IgG抗体虽然产生时间更晚，但其后持续上升，并在整个监测期内均一直保持稳定。

[0027] 4.本申请建立了不同亚型的抗体规律趋势图和确定了不同感染状态的划分范围

[0028] 为了更加直观地掌握不同组别之间的差异，我们根据感染组(2308株)和免疫组

(包括A19和S2)抗体亚型的变化规律，合并了IgG和IgM抗体变化的趋势，得到了用于对布鲁

氏菌疫苗免疫与自然感染进行区分的分析曲线(见图6)。图中，1号和2号线条代表人工感染
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2308株菌后的抗体趋势，3、4号线条代表免疫A19疫苗后的抗体趋势，4、5号线条代表免疫S2

疫苗后的变化趋势；有箭头1、3、5号的代表IgM，无箭头的2、4、6实线代表IgG。根据各模型下

的抗体水平，将合并的抗体规律曲线在纵轴(Y轴，S/P值，表示抗体水平)和横轴(X轴，天，表

示感染/免疫后的时间)上各分为三个区域。纵轴上，S/P低于20％的为IgG抗体阴性区域，高

于20％以上的为IgG抗体阳性区域；S/P低于85％的为IgM抗体阴性区域，高于85％的为IgM

抗体阳性区域。趋势图显示，S2疫苗组IgG一直处于阴性区域内，而A19其IgG从第15天开始，

其平均值一直维持在35％左右，在60天之后下降，到第90天时开始低于临界值。2308株菌感

染组其平均值在30天后高于临界值后一直上升并保持较高水平。根据不同组别抗体规律差

异，可人为将X轴的时间划分为三个阶段，第一阶段为感染/免疫后15天内，该阶段可以称为

抗体上升阶段，其中A19疫苗免疫组IgG和IgM，S2疫苗组IgM亚型抗体均在此阶段增长，并在

15天达到高峰；而2308株菌感染组其IgM则滞后到下个阶段才达到顶峰，在此阶段，其抗体

虽在上升，但仍低于临界值。第二阶段即感染/免疫后15～90天，被称为抗体下降阶段，在该

阶段，A19疫苗免疫组和S2疫苗免疫组其抗体均呈现下降趋势，两者的IgM亚型抗体平均值

均在第60天处于临界值附近，90天后均低于临界值。A19疫苗免疫组其IgG抗体与IgM下降趋

势基本相同，均较为缓慢；感染组在此阶段则呈现完全不同的趋势，其IgM呈现峰状，以30天

为界限，抗体在15天快速上升后又快速下降，其平均值在该阶段均高于临界值；而IgG则在

30天后开始出现并一直保持较高水平。第三阶段，即免疫/感染90天后被称为抗体消失阶

段，该阶段除。2308株菌感染组IgG抗体仍在临界值之上，其余组别的各亚型抗体均已检测

不到。分析图6，可以发现在第二阶段，尤其是60～90天时。2308株菌感染组与A19疫苗免疫

组存在一定的交叉，这种情况会对准确判断强毒菌感染或疫苗免疫的真实状况存在一定的

干扰，遇到这种情况，可以通过再次采集(与第一次样本采集间隔2周以上)样本进行检测，

以规避处于特定阶段的误判。

[0029] 根据建立的感染/免疫模型，并结合大量临床样品的检测结果，将IgG和IgM抗体水

平划分成5个感染/免疫的状态(结果见附表1)：①自然感染(IgG，S/P≥60％；IgM，S/P≤

85％。标识为状态1)、②自然感染或A19疫苗免疫初期(IgG，S/P≥60％；IgM，S/P≥85％。标

识为状态2)、③A19疫苗免疫(IgG，S/P介于20％～60％；IgM，S/P≥85％。标识为状态3)、④

A19疫苗免疫后期或2308株菌感染后期(IgG，S/P介于20％～60％；IgM，S/P≤85％。标识为

状态4)、⑤S2疫苗免疫或急性感染(IgG，S/P<20％；IgM，S/P≥85％。标识为状态5)。对于状

态2和状态4，为了确保结果真实可靠，需要在15天后再次采集样本进行检测，再次检测的结

果能比较准确地判断被检动物的感染/免疫状态，其判断被检动物的感染/免疫状态的指标

定为：

[0030] 当血清样本的P％值≥20％时，为牛布鲁氏菌IgG亚型抗体阳性，当血清样本的P％

值<20％时，为牛布鲁氏菌IgG亚型抗体阴性；

[0031] 当血清样本的P％值≥85％时，为牛布鲁氏菌IgM亚型抗体阳性，当血清样本的P％

值<85％时，为牛布鲁氏菌IgM亚型抗体阴性。

[0032] 表1不同状态的划定范围
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[0033]

[0034] 5.对背景清晰的临床样本进行检测，确证了本发明的可靠性。

[0035] 按照本发明建立的方法，我们对背景清晰的50份临床样本进行了状态判断，结果

92％(46/50)的判断结果与实际情况一致(详细结果见实施例1表2)。状态2和状态4存在两

种可能，验证结果发现，共有6个样本判断为处于状态2，其中5个样本为自然感染，1个样本

为A19疫苗免疫，说明此阶段处于自然感染状态的情况居多。对于状态4，共检测了6个样本，

其中2个为A19疫苗免疫，占到总数的33％，在此界定条件下，比较难以区分自然感染或A19

疫苗疫苗免疫，需要结合第二次采用检测的结果进行判断。上述结果证明，本发明所建立的

方法，能比较可靠地对布鲁氏菌疫苗免疫与自然感染状态进行识别。

附图说明

[0036] 图1 A19疫苗免疫牛后抗体滴度与免疫时间(天)关系图其中：gG图A为IgG抗体滴

度(P％)与免疫时间(天)关系；图B为IgM抗体滴度(P％)与免疫时间(天)关系(***表示差异

极显著p<0.001，**表示p<0.01，*表示p<0.05)。

[0037] 图2 A19疫苗免疫牛后IgG抗体和IgM抗体的消长规律。

[0038] 图3 S2疫苗免疫牛后抗体滴度与免疫时间(天)关系图其中：图A为IgG抗体滴度

(P％)与免疫时间(天)关系；图B为IgM抗体滴度(P％)与免疫时间(天)关系(***表示差异极

显著p<0.001，**表示p<0.01，*表示p<0.05)。

[0039] 图4 S2疫苗免疫牛后IgG抗体和IgM抗体的消长规律。

[0040] 图5用2308强毒菌人工感染5头牛后抗体滴度与感染时间(天)关系图图A为感染后

牛体内的IgG抗体滴度(P％)与感染时间(天)关系；图B为感染后IgM滴度(P％)与感染时间

(天)关系。

[0041] 图6疫苗免疫与自然感染状态下，IgG和IgM抗体消长规律图中1和2分别为2308菌

株感染后的IgG和IgM的抗体消长规律；3和4分别为A19疫苗免疫后的IgG和IgM的抗体消长

规律；5和6分别为S2疫苗免疫后的IgG  IgM的抗体消长规律。

[0042] 本发明微生物资源信息

[0043] 本发明所涉及的微生物为：猪种布鲁氏菌(Brucella  suis)S2株(CVCC70502)，系

猪种布鲁氏菌生物2型，是布鲁氏菌病弱毒活疫苗参考株；牛种布鲁氏菌(Brucella 

abortus)A19株(或称S19株，CVCC  70202)，系牛种布鲁氏菌生物1型，是布鲁氏菌病弱毒活

疫苗参考株；牛种布鲁氏菌2308(CVCC  788)是强毒株，以上3株均由北京市海淀区中关村南

大街8号中国兽医药品监察所中国兽医微生物菌种保藏管理中心鉴定、保管和供应(请见中

国兽医药品监察所、中国兽医微生物菌种保藏管理中心编著，中国兽医菌种目录(第二版)，
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中国农业科学技术出版社，2002年，p35，p25，p24)。

[0044] 本发明的优点

[0045] 本发明涉及一种区分牛布鲁氏菌疫苗免疫与自然感染状态的方法。本方法建立在

对布鲁氏菌IgG和IgM抗体亚型检测方法的基础上，构建易感动物模型，获得我国常用布鲁

氏菌弱毒疫苗(猪种S2株和牛种A19株)以及标准强毒株(牛种2308株)的抗体规律。而后根

据自然感染组与疫苗免疫组的特点，确定了5种状态，建立了区分自然感染与疫苗免疫的的

方法；并对建立的方法进行验证，确认其可靠性。本法只需要对一个样本同时检测其IgG和

IgM就可对自然感染和疫苗免疫进行区分，方法简单方便、准确性高、操作时间短和价格低

廉，适用于各类实验室操作，满足大规模检测的要求，本方法弥补了国内外在此领域的技术

空白，为布病防控提供了技术支撑。

实施例

[0046] 以下实施例为进一步说明本发明的技术方案，不对本发明构成限制。

[0047] 实施例1

[0048] ——对背景清晰的临床样本进行检测，确证了本发明的可靠性。

[0049] 按照本发明建立的方法，我们对背景清晰的50份临床样本进行了状态判断，结果

92％(46/50)的判断结果与实际情况一致(结果见表2)。状态2和状态4存在两种可能，验证

结果发现，共有6个样本判断为处于状态2，其中5个样本为自然感染，1个样本为A19免疫，说

明此阶段处于自然感染状态的情况居多。对于状态4，共检测了6个样本，其中2个为A19免

疫，占到总数的33％，在此界定条件下，比较难以区分自然感染或A19疫苗免疫，需要结合第

二次采用检测的结果进行判断。上述结果证明，本发明所建立的方法，能比较可靠地对布鲁

氏菌疫苗免疫与自然感染状态进行识别。

[0050] 表2临床样本结果验证
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[0051]
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[0052]

[0053] 附注1

[0054] iELISA方法使用说明

[0055] 1.用法

[0056] (1)样品处理：取动物全血，待血液凝固后，以4000r/min离心10min，收集上清，血

清应清亮，无溶血。

[0057] (2)1×洗涤液的配制：使用前，将20×洗涤液恢复至室温(20～25℃)，并摇动，使

结晶溶解(可在37℃水浴中加热5～10min)，然后用去离子水作1:20稀释，充分混匀。

[0058] (3)待检血清和对照血清的稀释在血清稀释板中将待检血清、阴性对照血清和阳

性对照血清用样品稀释液作1:50稀释。

[0059] (4)操作步骤

[0060] 1)加样：取抗原包被板(根据样品多少，可拆开分次使用)，以1×洗涤液300μl/孔

洗板1次，弃去洗涤液。将稀释好的待检血清、阳性对照血清和阴性对照血清分别加入到

ELISA板中，100μl/孔，其中阳性对照血清和阴性对照血清各加2孔(孔1、孔2)。加样结束后，

37℃作用30min。取出反应板，弃去反应液，每孔加入300μl  1×洗涤液，洗涤3次，最后1次甩

干或拍干。

[0061] 2)加酶标抗体：将HRP-兔抗牛IgG酶标抗体或HRP-羊抗牛IgM酶标抗体用稀释液作

1:200稀释后，每孔加入100μl，37℃作用30min。取出反应板，弃去反应液，每孔加入300μl1

×洗涤液，洗涤3次，最后1次甩干或拍干。。

[0062] 3)显色与终止：将底物溶液A和B按1:1(V/V)混合后，立即加入到ELISA反应板中，

100μl/孔，室温避光显色15min后，每孔加50μl终止液终止反应。

[0063] 2.结果判定：反应终止后，15min内用酶标仪测定OD450nm值。

[0064] (1)计算方法：
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[0065]

[0066]

[0067]

[0068] (2)实验成立条件：

[0069] 当阳性对照平均OD450nm≥0.8，阴性对照平均OD450nm<0.2且P％<20％(IgG)或85％

(IgM)时，实验成立。

[0070] (3)结果判定：

[0071] 当血清样本的P％值≥20％时，为牛布鲁氏菌IgG亚型抗体阳性；当血清样本的P％

值<20％时，为牛布鲁氏菌IgG亚型抗体阴性。

[0072] 当血清样本的P％值≥85％时，为牛布鲁氏菌IgM亚型抗体阳性；当血清样本的P％

值<85％时，为牛布鲁氏菌IgM亚型抗体阴性。
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图3

图4
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