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前!!言

!!本文件按照><%+!'!&";";'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><%+"!&(%&";;)'非洲马瘟诊断技术)+与 ><%+"!&(%&";;)相比+除结构调整和

编辑性改动外+主要技术变化如下(
&&&增加了,缩略语-一章"见第$章#.
&&&增加了,生物安全措施-"见第%章#.
&&&增加了,通用型*/01,234/*+,-.*方法-"见)'##.
&&&增加了,型特异性*/01,234/*+,-.*方法-"见)'$#.
&&&增加了,阻断56789抗体检测方法-"见)'&#.
&&&删除了,乳鼠分离-"见";;)年版的$'!'$#.
&&&删除了,微量补体结合反应-"见";;)年版的$'"'"#*
请注意本文件的某些内容可能涉及专利*本文件的发布机构不承担识别专利的责任*
本文件由中华人民共和国农业农村部提出*
本文件由全国动物卫生标准化技术委员会"89.%+.!)!#归口*
本文件起草单位(中国动物卫生与流行病学中心$内蒙古自治区动物疫病预防控制中心*
本文件主要起草人(吴晓东$李林$徐天刚$胡永新$邹艳丽$包静月$李金明$任炜杰$赵永刚$

王淑娟$刘珊$巩明霞$左媛媛$于小静$马立峰$王建龙$王志亮*
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><%+"!&(%&";;).
&&&本次为第一次修订*
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引!!言

!!非洲马瘟"9?@3A0BCD@E/E3AFB/EE+9G8#是由非洲马瘟病毒"9?@3A0BCD@E/E3AFB/EEH3@IE+9G8J#
引起的马科动物的一种非接触性传染的病毒性传染病+以呼吸系统和循环系统变化为特征+常使马$骡
等致死+至少有"种库蠓可传播本病*9G8J属呼肠孤病毒科环状病毒属*目前已知该病有:个血清

型*世界动物卫生组织"KL9G#将其列为须通报动物疫病*我国将其规定为一类动物疫病*
本病发生有一定的季节性和地域性+多见于温热潮湿季节+一旦传入常呈地方流行或暴发流行+传

播迅速*厚霜$地势高燥$自然屏障等影响媒介昆虫繁殖或活动的气候$地理条件+可使本病显著减少*
本文件诊断技术内容包括临床诊断$病原学诊断方法和血清学诊断方法*
本文件的修订参考了 KL9G'陆生动物诊断试验和疫苗标准手册)"";!:#+并结合了我国相关技

术研究新成果*

"
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非洲马瘟诊断技术

"!范围

本文件规定了非洲马瘟的临床诊断$样品采集与处理+以及病毒分离和鉴定$*+,-.*$通用型

*/01,234/*+,-.*$型特异性*/01,234/*+,-.*$间接56789抗体检测$阻断56789抗体检测等实验

室诊断方法的技术要求*
本文件适用于马$骡$驴和其他马科动物 9G8的诊断$检测$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*

><!:$):!实验室生物安全通用要求

'!术语和定义

本文件没有需要界定的术语和定义*

(!缩略语

下列缩略语适用于本文件*

9<+8("+"M,联 氮,双,#,乙 基 苯 并 噻 唑 啉,&,磺 酸 ""+"M,0N3BD,O3,/#,/2CP1,Q/BND2C30ND13B/0,&,
EI1RCDB3A0A3O#

9G8(非洲马瘟"9?@3A0BCD@E/E3AFB/EE#

9G8J(非洲马瘟病毒"9?@3A0BCD@E/E3AFB/EEH3@IE#

.-5(细胞病变效应"AP2DR02C3A/??/A2#

.2(循环阈值"APA1/2C@/ECD1O#

.P%(花青色荧光染料"AP0B3B/%#

=S9<(二甲基胺硼烷/#,"O34/2CP1043BD#Q/BND3A0A3O0

=5-.(焦碳酸二乙酯"O3/2CP1RP@DA0@QDB02/#

5=+9(乙二胺四乙酸"/2CP1/B/O3043B/2/2@00A/23A0A3O#

56789(酶联免疫吸附试验"/BNP4/13BF/O344IBDED@Q/B20EE0P#

T9S(&,羧基荧光素"&,A0@QDUP,?1ID@/EA/3B#

G*-(辣根过氧化物酶"CD@E/@0O3ECR/@DU3O0E/#

S<+G(#,二甲基氨基苯甲酸"#,4/2CP1,",Q/BND2C30ND13BDB/CPO@0N3B/#

S5S(最低限度必需氨基酸营养液"43B34I4/EE/B23014/O3I4#

S><(脱氧核糖核酸小沟结合物"43BD@V@DDH/Q3BO/@#

L=(光密度"DR23A01O/BE32P#

!
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-<8(磷酸盐缓冲液"RCDERC02/QI??/@/OE013B/#

*/01,234/*+,-.*(实时反转录,聚合酶链反应"@/01,234/@/H/@E/2@0BEA@3R23DB,RD1P4/@0E/AC03B
@/0A23DB#

*W9(核糖核酸"@3QDBIA1/3A0A3O#

*+,-.*(反转录,聚合酶链式反应"@/H/@E/2@0BEA@3R23DB,RD1P4/@0E/AC03B@/0A23DB#

8=8(十二烷基硫酸钠 "EDO3I4ODO/AP1EI1?02/#

+95(三羟甲基氨基甲烷,乙酸,乙二胺四乙酸缓冲液"+@3E,0A/23A0A3O,5=+9QI??/@#

J7.("M,氯,(M苯基,!+$,二氯,&,羧基,荧光素""M,AC1D@D,(MRC/BP1,!+$,O3AC1D@D,&,A0@QDUP,?1ID@/EA/,
3B#

%!生物安全措施

进行 9G8诊断$检测时+如动物剖检$样品采集与处理$核酸提取等+按照><!:$):的规定执行*

#!临床诊断

#'"!易感动物

所有马科动物均可感染*已知马的易感性最高+病死率可高达:%X*骡的易感性次之*驴仅出现

轻微发热反应*斑马具有抵抗力+除发热外其他临床症状不明显+可隐性带毒*

#'!!临床症状

#'!'"!最急性型或肺型

常见于马等高度易感动物+急性发作*潜伏期#O#%O*特征为严重的渐进性呼吸道症状+初期仅

表现为发热反应+最高体温可达$;Y#$!Y+持续!O#"O降至常温+之后出现不同程度的呼吸困

难+可见前腿分开+头前伸+鼻孔扩大*通常出汗较多+最后可见痉挛性咳嗽+同时从鼻孔流出泡沫样黄

色液体+因自身浆液性液体而溺死*该型存活率通常不到%X*

#'!'!!急性型或混合型

肺型和心型混合存在+临床多见*潜伏期%O#(O*病初肺部有轻微症状+然后头部和颈部出现明

显水肿+最后死于心力衰竭+或出现亚急性型症状+然后突发呼吸困难和其他临床表现*通常发热后

#O#&O死亡+死亡率可达(;X*

#'!''!亚急性型或水肿型$心型

潜伏期(O#!$O*发热持续#O#&O+病初有发热反应+体温可达#:Y#$!Y*发热后期+出现

特征性水肿*水肿首先出现于颈部$眼上窝和眼睑+以后可扩展至嘴唇$面颊$舌部$下颌骨间$咽喉

区+有时从颈部至胸部出现皮下水肿*严重时胸部和肩部都出现水肿*晚期可见结膜和舌腹侧$皮下出

血点*最后变得烦躁不安+死于心力衰竭*一般在发热反应后$O#)O内死亡+死亡率约%;X*康复

动物于#O#)O内水肿逐渐消失*

#'!'(!温和型

潜伏期%O#!$O*后期表现弛张热"#:Y#$;Y#+持续%O#)O*可能出现结膜轻度出血$脉搏

加快$轻微厌食和精神抑郁*其他临床症状不明显*常见于具有抵抗力的马科动物+如斑马和驴*

"
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#''!病理变化

#'''"!常见皮下和肌肉组织间出现胶样浸润+并以眶上窝和喉头尤为显著*

#'''!!胃底黏膜肿胀+一直延伸至小肠前部*

#''''!咽$气管$支气管充满黄色浆液和泡沫+肺部$胸膜下和肺间质水肿+约有"%#病例表现为急性水

肿*亚急性病例头部$颈部和肩部水肿严重*

#'''(!心内膜和心包膜有血点和出血瘀斑$心肌变性*部分病例可见胸腔和心包积存大量黄白色,红色

液体+淋巴结肿大$肝和胃出血*

#'(!临床判定

#'('"!易感动物出现上述临床症状和病理变化+可临床判定为疑似 9G8病例*

#'('!!进一步确诊应采集发病期有明显临床症状动物的全血$血清及脾$肺$淋巴结等组织脏器+如有

可能+应同时采集同一流行病学单元内其他未见明显临床症状易感动物的全血$血清进行实验室诊断*

$!样品采集与处理

$'"!样品采集

$'"'"!组织样品(无菌采集发病或死亡动物脾$肺$淋巴结等组织"%V#%;V+装入样品保存管+加入

%;X甘油,-<8保存液+使保存液液面没过样品+加盖封口+冷冻保存*

$'"'!!血液样品(无菌采集发热动物5=+9抗凝血及无抗凝剂添加全血+每匹不少于%46+密封后冷

藏保存*

$'!!样品处理

$'!'"!组织样品

取脾$肺$淋巴结等组织病料各"V+剪碎后加入!;46-<8"含青霉素!;;7Z%46 和链霉素

!;;$V%46#或细胞完全营养液充分研磨+制成!;X的组织悬浮液+$Y冰箱浸提$C+#;;;@%43B离心

#;43B+取上清液备用*经处理的样品当天使用+使用前置$Y保存+剩余样品置[);Y保存*

$'!'!!血液样品

$'!'!'"!5=+9 抗凝血(取 5=+9 抗凝血";;$6+用无菌 -<8洗涤"次##次"!;;;@%43B+离心

%43B#收获红细胞+按!\!;比例加入灭菌双蒸水进行裂解+再次离心"";;;@%43B+离心%43B#取上清

液+用;'$%$4滤膜过滤备用*经处理的样品当天使用+使用前置$Y保存+剩余样品置[);Y保存*

$'!'!'!!无抗凝剂添加全血(按常规方法制备血清*使用前置$Y保存+剩余样品置[";Y保存*

)!实验室诊断

)'"!病原分离和鉴定

)'"'"!主要仪器和器材

)'"'"'"!生物安全柜*

)'"'"'!!恒温.L" 细胞培养箱*

)'"'"''!倒置生物显微镜*

#
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)'"'"'(!台式低温高速离心机*

)'"'"'%!研钵和研杵"或组织匀浆机#*

)'"'"'#!细胞培养瓶*

)'"'!!主要试剂

)'"'!'"!;';!4D1%6-<8"RG('$#+按照附录 9中 9'!配制*

)'"'!'!!%;X甘油,-<8保存液+按照 9'"配制*

)'"'!''!青霉素+浓度为!;;;;7Z%46*

)'"'!'(!链霉素+浓度为!;;;;$V%46*

)'"'!'%!细胞完全营养液和维持液+按照 9'#配制*

)'"''!病毒分离

)'"'''"!将处理过的样品上清液接种仓鼠肾细胞"<G],"!#$非洲绿猴肾细胞"J/@D#等哺乳动物细胞

或蚊子细胞".&%#&#等昆虫细胞+按常规方法分离病毒*每个样品接种"瓶细胞+另外设对照细胞

"瓶*

)'"'''!!接种<G],"!等哺乳动物细胞后+#(Y吸附&;43B+再加入含"X胎牛血清的细胞维持液+

#(Y培养并逐日观察*如接种后"O#!;O不出现细胞变圆或脱落等细胞病变效应".-5#+应继续盲

传#代*

)'"''''!若接种.&%#&蚊子细胞+无.-5产生+但在接种%O#(O后的细胞培养上清液中可检测到病

原核酸*可将此细胞培养上清液再次接种 <G],"!等哺乳动物细胞+培养!代#"代后可出现明

显.-5*

)'"'(!病毒鉴定

收获出现.-5的细胞培养物悬液+反复冻融#次+";;;@%43B离心";43B+吸取上清液+选用)'"
或)'#所述方法进行核酸鉴定和分析*

)'"'%!结果判定

)'"'%'"!细胞盲传#代未见细胞病变+且经)'"或)'#所述方法检测为阴性者+判定为病毒分离阴性*

)'"'%'!!出现细胞病变+且经)'"或)'#所述方法检测为阳性者+判定为病毒分离阳性*

)'!!$#%&'$方法

)'!'"!主要仪器和器材

)'!'"'"!-.*扩增仪*

)'!'"'!!台式低温高速离心机*

)'!'"''!稳压稳流电泳仪和水平电泳槽*

)'!'"'(!凝胶成像仪"或紫外透射仪#*

)'!'"'%!研钵和研杵"或组织匀浆机#*

)'!'"'#!微量可调移液器""'%$6$!;$6$!;;$6$";;$6$!;;;$6等不同规格#*

)'!'"'$!无*W9酶离心管和枪头*

)'!'"')!-.*扩增管*

)'!'!!引物及主要试剂

)'!'!'"!引物"序列信息见附录<中<'!#*
$
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)'!'!'!!=5-.处理水+按照附录.中.'!配制*

)'!'!''!+95缓冲液+按照.'"和.'#配制*

)'!'!'(!!X琼脂糖凝胶+按照.'$配制*

)'!'!'%!一步法*+,-.*反应缓冲液*

)'!'!'#!酶混合液"含反转录酶$!"#酶和*W0E/抑制剂等#*

)'!'!'$!上样缓冲液*

)'!'!')!阳性对照(体外转录法制备的 9G8J*W9片段或 9G8J细胞培养物*

)'!'!'*!阴性对照(<G],"!等正常细胞对照或 9G8J阴性动物5=+9抗凝血*

)'!''!操作方法

)'!'''"!病毒核酸提取

采用核酸提取试剂盒提取各类样本中的病毒核酸+或用自动化核酸提取仪提取各类样本中的病毒

核酸*如在"C内检测可将提取的核酸置于冰上保存+否则应置于[);Y冰箱保存*

)'!'''!!病毒核酸预变性

将%$6样品核酸加热至:%Y变性%43B+然后冰浴#43B*

)'!''''!反应体系配制

配制"%$6反应体系所需试剂如下(
&&&!"'%$6的"̂ 一步法*+,-.*反应缓冲液.
&&&!';$6的正向引物8(-!"!;$4D1%6#.
&&&!';$6的反向引物8(-""!;$4D1%6#.
&&&!';$6的酶混合液.
&&&%';$6预变性的病毒核酸.
&&&$'%$6的=5-.处理水*
瞬时离心后+置-.*扩增仪内进行扩增*每次检测应设置阳性对照和阴性对照*

)'!'''(!反应程序设置

%;Y反转录#;43B.:$Y预变性"43B.:$Y变性!43B+%%Y退火!'%43B+("Y延伸!'%43B+$;
个循环.("Y终延伸(43B*

)'!'''%!$#%&'$扩增产物电泳

将%$6的&̂ 上样缓冲液加入至*+,-.*产物中+混匀后取)$6加入至使用!̂ +95缓冲液配

制的!X琼脂糖凝胶中+电泳#;43B#$;43B*电泳结束后+将琼脂糖凝胶置于凝胶成像仪中观察

结果*

)'!'''#!试验成立条件

阳性对照应出现!!(:QR大小的特异性的扩增条带+阴性对照应无任何扩增条带*

)'!'''$!结果判定

被检测样品出现!!(:QR大小的特异性的扩增条带+且与阳性对照条带分子质量大小相符+则该

样品判为 9G8J核酸阳性.被检样品无特异性的扩增条带+则判为 9G8J核酸阴性*

%
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)''!通用型$()*%+,-($#%&'$方法

)'''"!主要仪器和器材

)'''"'"!荧光-.*扩增仪*

)'''"'!!台式低温高速离心机*

)'''"''!研钵和研杵"或自动匀浆机#*

)'''"'(!微量可调移液器""'%$6$!;$6$!;;$6$";;$6$!;;;$6等不同规格#*

)'''"'%!无*W9酶离心管和枪头*

)'''"'#!-.*扩增管*

)'''!!引物$探针及主要试剂

)'''!'"!引物和探针"序列信息见<'"#*

)'''!'!!一步法*/01,234/*+,-.*反应缓冲液*

)'''!''!酶混合液"含反转录酶$!"#酶和*W0E/抑制剂等#*

)'''!'(!=5-.处理水*

)'''!'%!阳性对照(体外转录法制备的 9G8J*W9片段或 9G8J细胞培养物*

)'''!'#!阴性对照(<G],"!等正常细胞对照或 9G8J阴性动物5=+9抗凝血*

)''''!操作方法

)'''''"!病毒核酸提取

同)'"'#'!*

)'''''!!病毒核酸预变性

同)'"'#'"*

)''''''!反应体系配制

配制"%$6反应体系所需试剂如下(
&&&!"'%$6的"̂ 一步法*/01,234/*+,-.*反应缓冲液.
&&&!';$6的上游引物"!;$4D1%6#.
&&&!';$6的下游引物"!;$4D1%6#.
&&&;'%$6的探针"!;$4D1%6#.
&&&!';$6的酶混合液.
&&&%';$6的预变性核酸.
&&&$';$6的=5-.处理水*
盖紧-.*管盖或封膜+瞬时离心后+置荧光-.*扩增仪内进行扩增*每次检测应设置阳性对照和

阴性对照*
注意(反应体系可依据所用试剂盒的不同而适当改变*

)'''''(!反应程序设置

%;Y反转录!;43B.:%Y预变性%43B.:%Y变性!%E+&;Y退火延伸$%E+$;个循环+在每一个

循环的&;Y时收集T9S 荧光信号*
注意(反应时间和温度可依据所用试剂盒的不同而适当改变*

&
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)'''(!试验成立条件

阳性对照的.2值应"#;且出现特异性扩增曲线+阴性对照无.2值且无特异性扩增曲线+试验结

果有效.否则应重新进行试验*

)'''%!结果判定

被检样品.2值##&且出现特异性扩增曲线+判定为9G8J核酸阳性*无.2值+则判为9G8J核

酸阴性*当#&".2值"$;且出现特异性扩增曲线+则判为可疑*可疑样品应重新检测+重新检测结果

无特异性扩增曲线或无 .2值则为 9G8J 核酸阴性+.2值"$;且有明显特异性扩增曲线则判为

9G8J核酸阳性*

)'(!型特异性$()*%+,-($#%&'$方法

)'('"!主要仪器和器材

同)'#'!*

)'('!!引物$探针及主要试剂

)'('!'"!引物和探针

序列信息见<'"*:种血清型引物和探针分为#种组合+其中组合!包括血清!型$#型和$型.组
合"包括血清"型$%型和:型.组合#包括血清&型$(型和)型*

)'('!'!!一步法*/01,234/*+,-.*反应缓冲液*

)'('!''!酶混合液"含反转录酶$!"#酶和*W0E/抑制剂等#*

)'('!'(!=5-.处理水*

)'('!'%!阳性对照(体外转录法制备的 9G8J*W9片段或 9G8J细胞培养物*

)'('!'#!阴性对照(<G],"!等正常细胞对照或 9G8J阴性动物5=+9抗凝血*

)'(''!操作方法

)'('''"!病毒核酸提取

按照)'"'#'!操作*

)'('''!!病毒核酸预变性

每个样品需分#个-.*管检测*取%$6待检样品核酸溶液分别加入至#个-.*管+盖紧盖或封

膜+:%Y加热"43B+然后冰浴%43B*

)'(''''!反应体系配制

配制"%$6反应体系所需试剂如下(
&&&!"'%$6的"̂ 一步法*/01,234/*+,-.*反应缓冲液.
&&&!';$6的酶混合液.
&&&#种上游引物"!;$4D1%6+各;'%$6#.
&&&#种下游引物"!;$4D1%6+各;'%$6#.
&&&#种探针"!;$4D1%6+各;'#$6#.
&&&%';$6的预变性核酸.

(
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&&&"'&$6的=5-.处理水*
盖紧-.*管盖或封膜+瞬时离心后+置荧光-.*扩增仪内进行扩增*每次检测应设置阳性对照和

阴性对照*

注意(反应体系可依据所用试剂盒的不同而适当改变*

)'('''(!反应程序设置

%;Y反转录!%43B.:%Y变性%43B.:%Y变性!%E+&;Y退火延伸$%E+$;个循环+在每一个循

环的在&;Y时收集T9S$J7.和.P%荧光信号*
注意(反应时间和温度可依据所用试剂盒的不同而适当改变*

)'('(!试验成立条件

每种血清型阳性对照.2值应"#;且出现特异性扩增曲线+阴性对照无 .2值且无特异性扩增曲

线+试验结果有效.否则应重新进行试验*

)'('%!结果判定

被检样品某个血清型的.2值##&且出现特异性扩增曲线+判定为该血清型 9G8J核酸阳性*无

.2值+则判为 9G8J该血清型核酸阴性*当#&".2值"$;且出现特异性扩增曲线+则判为该血清型

可疑*可疑样品应重新检测+重新检测结果无特异性扩增曲线或无.2值则为 9G8J该血清型核酸阴

性+.2值"$;且有明显特异性扩增曲线则为该血清型 9G8J核酸阳性*

)'%!间接./012抗体检测方法

)'%'"!主要仪器和器材

)'%'"'"!酶标仪*

)'%'"'!!恒温培养箱*

)'%'"''!洗瓶或洗板机*

)'%'"'(!微量可调移液器""'%$6$!;$6$!;;$6$";;$6$!;;;$6等不同规格#*

)'%'"'%!56789反应板和枪头*

)'%'!!主要试剂

)'%'!'"!包被抗原(重组 9G8JJ-(蛋白*

)'%'!'!!酶标二抗(G*-标记的兔抗马7V>*

)'%'!''!对照(9G8阳性对照血清$9G8阴性对照血清*

)'%'!'(!包被缓冲液(;';%4D1%6碳酸盐缓冲液+RG:'&+按照附录=中='!配制*

)'%'!'%!洗涤缓冲液(含;';%X吐温,";的;';!4D1%6-<8+RG('$+按照='"配制*

)'%'!'#!封闭缓冲液及抗体稀释液(含#X牛血清白蛋白"<89#的;';!4D1%6-<8+RG('$+按照 ='#
配制*

)'%'!'$!底物溶液(S<+G%=S9<溶液+按照='$配制*

)'%'!')!终止液(!'%4D1%6浓硫酸+按照='%配制*

)'%''!操作方法

)'%'''"!包被酶标板(用包被缓冲液将重组9G8JJ-(抗原稀释至终浓度!$V%46+每孔!;;$6包被

:&孔酶标板+$Y孵育过夜*

)
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)'%'''!!洗板(酶标板用洗涤缓冲液洗涤%次+将酶标板在吸水材料上拍干*

)'%''''!封闭(酶标板每孔加入";;$6封闭缓冲液+于#(Y孵育!C*弃去孔内液体+将酶标板在吸水

材料上拍干*

)'%'''(!加样(将阳性对照血清$阴性对照血清和待检血清+用抗体稀释液做!\"%稀释+酶标板每孔加

入!;;$6+#(Y孵育!C*按)'%'#'"冲洗酶标板*

)'%'''%!加酶标二抗(用抗体稀释液将 G*-标记的兔抗马7V> 稀释至工作浓度+每孔加入!;;$6+

#(Y孵育!C*按)'%'#'"冲洗酶标板*

)'%'''#!加底物溶液(每孔加入!;;$6底物溶液+室温孵育!;43B*

)'%'''$!加终止液(每孔加入%;$6终止液+终止显色反应*

)'%''')!读值(在酶标仪&;;B4或&";B4波长处读取结果*

)'%'(!结果计算与判定

临界值_阴性对照读值`;';&"该值为#;份阴性血清的标准差#.如待检血清光吸收值#临界

值+判为阴性.如待检血清光吸收值$临界值`;'!%+判为阳性.如临界值"待检血清光吸收值"临界

值 ;̀'!%+判为可疑*对结果可疑样品应进行复检+如复检结果仍为可疑+则于"周后重新采样检测*

)'#!阻断./012抗体检测方法

)'#'"!主要仪器和器材

同)'%'!*

)'#'!!主要试剂

)'#'!'"!包被抗原(同)'%'"'!*

)'#'!'!!酶标二抗(G*-标记的抗 J-(单克隆抗体*

)'#'!''!对照(9G8阳性对照血清$9G8阴性对照血清*

)'#'!'(!包被缓冲液(同)'%'"'$*

)'#'!'%!洗涤缓冲液(同)'%'"'%*

)'#'!'#!封闭缓冲液及抗体稀释液(同)'%'"'&*

)'#'!'$!底物溶液(9<+8底物溶液+按照='&配制*

)'#'!')!终止液("X8=8+按照='(配制*

)'#''!试验程序

)'#'''"!包被酶标板(用包被缓冲液将重组 9G8JJ-(抗原稀释终浓度!$V%46+每孔!;;$6包被

:&孔酶标板+$Y孵育过夜*

)'#'''!!洗涤(酶标板用洗涤液洗涤%次+将酶标板在吸水材料上拍干*

)'#''''!封闭(酶标板每孔加入";;$6封闭缓冲液+于#(Y放置!C*弃去孔内液体+将酶标板在吸水

材料上拍干*

)'#'''(!加样(将阳性对照血清$阴性对照血清和待检血清+用抗体稀释液做!\%稀释+酶标板每孔加

入!;;$6+阴$阳性对照各加"孔+#(Y孵育!C*按)'&'#'"洗涤酶标板*

)'#'''%!加酶标二抗(用抗体稀释液将 G*-标记的抗 J-(单克隆抗体稀释至工作浓度+每孔加入

!;;$6+#(Y孵育#;43B*按)'&'#'"洗涤酶标板*

)'#'''#!加底物溶液(每孔加入!;;$6底物溶液+室温孵育!;43B*

)'#'''$!加终止液(每孔加入!;;$6终止液+终止显色反应*

:
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)'#''')!读值(在酶标仪$;%B4波长处读取结果*

)'#'(!阻断率计算方法

样品阻断率"Q1DAF3BVR/@A/B20V/#按式"!#计算(

<-8_
"L=$;%,W.[L=$;%,8#
"L=$;%,W.[L=$;%,-.#̂

!;; !!!!!!!!"!#

!!式中(

<-8!!&&&待检血清样品阻断率.

L=$;%,W. &&&阴性对照血清样品在$;%B4波长处的 L=值.

L=$;%,8 &&&待检血清样品在$;%B4波长处的平均 L=值.

L=$;%,-. &&&阳性对照血清样品在$;%B4波长处的平均 L=值*

)'#'%!试验成立条件

阳性对照 L=$;%,-.#;'"+且阴性对照 L=$;%,W.$!';+说明试验条件成立*

)'#'#!结果判定

在试验成立的前提下+待检样品阻断率$%;+判为 9G8J抗体阳性.样品阻断率#$%+判为 9G8J
抗体阴性.$%"样品阻断率"%;+判为可疑*对结果可疑样品应进行复检+如复检结果仍为可疑+则于"
周后重新采样检测*

注意(阻断率临界值可依据所用试剂盒的不同而做适当改变*

*!综合判定

*'"!经&'$判定为疑似 9G8病例+)'"$)'#任一项检测为 9G8J 核酸阳性的可判定为 9G8确诊病

例.若)'"检测为9G8J核酸阴性的+需按照)'#进行复检+若检出9G8J核酸阳性+可判为9G8确诊

病例*

*'!!无明显临床症状的马科动物+)'"$)'#任一项检测为 9G8J 核酸阳性的可判定为 9G8感染.如

)'"检测为 9G8J核酸阴性的+需按照)'#进行复检+若检出 9G8J核酸阳性+可判为 9G8感染*

*''!经:'!判定为 9G8确诊病例或:'"判定为 9G8感染+可再经)'$进行血清型鉴定*如检测为某

血清型核酸阳性+可判定为该血清型核酸阳性.如同时出现几种血清型核酸阳性+可能为接种多价弱毒

疫苗或混合感染*

*'(!经)'%$)'&任一项检测为 9G8J抗体阳性的+可诊断为 9G8J抗体阳性.如经)'%或)'&检测结

果为疑似+应进行复检+如果仍为可疑+应于"周后重新采样检测*

;!

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



附!录!2
"规范性#

病毒分离相关溶液的配制

2'"!&'&"-3*!/&"1"45$'(#

称取)';V氯化钠"W0.1#$;'";V氯化钾"].1#$!'$"V磷酸氢二钠"W0"G-L$#$;'"(V磷酸二氢钾

"]G"-L$#+加去离子水溶解至!;;;46+调整RG 至('$+!;#F-0高压蒸汽灭菌#;43B+室温保存*

2'!!%&6 甘油%&"1保存液"45$'(#

将;';!4D1%6-<8与纯甘油"分析纯#等量混合+调整RG 至('$+分装为小瓶+!;#F-0高压蒸汽灭

菌#;43B*室温或$Y保存*

2''!细胞完全营养液和维持液

2'''"!7.7 基础营养液

称取:'%VS5S 干粉和"'"V碳酸氢钠"W0G.L##+加去离子溶解至!;;;46+充分混匀+过滤除

菌后$Y保存备用*

2'''!!!&&--3*!/谷氨酰氨溶液"母液#

称取"':"#V谷氨酰氨"6,V1I20B3B#+加去离子水配制成!;;46的溶液*

2''''!细胞完全营养液"45$'!#

取:;;46的 S5S 基础营养液加!;;46的灭活胎牛血清混合+配制成!;;;46的溶液+加入青

霉素至终浓度!;;7Z%46+链霉素至终浓度!;;$V%46+谷氨酰氨至终浓度"44D1%6+$Y保存备用*

2'''(!细胞维持液"45$'!#

!;;;46的 S5S 基础营养液+加入青霉素至终浓度!;;7Z%46+链霉素至终浓度!;;$V%46+谷
氨酰氨至终浓度"44D1%6+$Y保存备用*

!!
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附!录!"
"资料性#

核酸检测用引物$探针序列信息

"'"!$#%&'$引物

表<'!列出了*+,-.*引物信息*

表"'"!$#%&'$引物信息表

引物名称 引物序列"%M,#M# 产物大小%QR 基因

8(-!

8(-"

>++9999++.>>++9>>9+>

>+99>+>+9++.>>+9++>9
!!(: J-(

"'!!$()*%+,-($#%&'$引物和探针

表<'"列出了*/01,234/*+,-.*通用型引物和探针信息*

表"'!!$()*%+,-($#%&'$引物和探针通用型信息表

引物%探针名称 引物序列"%M,#M# 基因

J-(,*!

J-(,*"

J-(,-

9>9>.+.++>+>.+9>.9>..+

>99..>9.>.>9.9.+99+>9

T9S,+>.9.>>+.9..>.+,S><

J-(

!!表<'#列出了*/01,234/*+,-.*型特异性引物和探针信息*

"!
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表"''!$()*%+,-($#%&'$引物和探针型特异性信息表

引物探针组合 血清型 引物%探针名称 引物序列"%M,#M# 基因

组合!

组合"

组合#

!

#

$

"

%

:

&

(

)

!T

!*

!-

#T

#*

#-

$T

$*

$-

"T

"*

"-

%T

%*

%-

:T

:*

:-

&T

&*

&-

(T

(*

(-

)T

)*

)-

+>99.9+999.999.>>+>9>+>9

>>++9>9>>.>.+.>>++.+

T9S,.9>++>99999>999.99>,S><

.999+99+>>+9.>+>>9>+99>.9

++.++.++++>++..+.>++.999

J7.,999>.>>99>++99>99>,S><

.9+9+999>>9>>+99..>9>999.+>

>>.9+>>++>+..+..9+++

.P%,9>999>.>.999..>,S><

9.9++>9+9>>+++9>..>>9.++

.9.+++++>+++>+>++.>++..9

T9S,.99>9a>99+9++>9+..99,S><

9.99>99999>>+9.99>9>.9>++9>9

..9++9.+++9+9.>>++.>++9++>++

J7.,9>>.>.9999>99,S><

.9>9>9>9>>9+>.9>999>99.9

.>..9+.99.++>>9+.+++99>

.P%,9>.>.>99++..99,S><

++99+..>99..9..999.>

>9>>+++9++9++>++>..++>.

T9S,+>9+.999+>99+.>+>.>.,S><

>9+>>.>>9999>.+999>>9

>>.9.+9>.9+.>>9.>9++

J7.,9>.99.9>99999.,S><

9.>>.>9999++>>999999

+>.>.++.9++.999.>++.+

.P%,9+99>>.>>99>+..,S><

J-"

#!
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附!录!'
"规范性#

核酸检测相关溶液的配制

''"!8.&'处理水

取!46=5-.加入去离子水至终体积!;;;46+充分混匀后将瓶盖拧松+置于#(Y放置过夜+高
压灭菌*室温或$Y保存备用*

''!!%&+#2.贮存液

取"$"V的+@3E碱$#('"V的 W0"5=+91"G"L$%('!46的冰乙酸+加);;46去离子水充分溶

解+混匀后加去离子水定容至!;;;46*室温保存*

'''!"+#2.缓冲液

使用前将%;̂ +95做%;倍稀释即可*

''(!"6琼脂糖凝胶

称取!';V琼脂糖放入!;;46的!̂ +95电泳缓冲液中+加热融化+待温度降至&;Y左右+加入

"'%$6核酸染料>D1OJ3/b"!;4V%46#+混匀后制备凝胶块*

$!

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



附!录!8
"规范性#

酶联免疫吸附试验相关溶液的配制

8'"!包被缓冲液"""&'&%-3*!/碳酸盐缓冲液"45*'##

称取;'#!)V碳酸钠"W0".L##$;'%%)V碳酸氢钠"W0G.L##+加去离子水至总体积";;46+充分

混匀+过滤除菌+室温保存备用*

8'!!洗涤缓冲液"""含&'&%6吐温,!&的&9&"-3*!/&"1"45$'(#

取;'%46的吐温,";加入!;;;46的;';!4D1%6-<8"RG('$#中+充分混匀+现配现用*

8''!封闭缓冲液及抗体稀释液"""含'6"12的&9&"-3*!/&"1"45$'(#

称取#V牛血清白蛋白"<89#+加入!;;46的;';!4D1%6-<8"RG('$#中+充分混匀+现配现用*

8'(!底物溶液"872"!7"#5#

称取!'##V的#,二甲基氨基苯甲酸"=S9<#+加去离子水定容至!;;46*
称取"(':&V的#,甲基,",苯并噻唑酮腙"S<+G#+加去离子水定容至!;;46*
取配制好的=S9<溶液$S<+G 溶液各!;46+以及%$6的过氧化氢"G"L"#混匀*现配现用*

8'%!终止液""'%-3*!/5!1:(#

取)'#46浓硫酸"G"8L$#缓慢加入:!'(46去离子水中+混匀*现配现用*

8'#!底物溶液"2"#1#

8'#'"!2液"&'"-3*!/柠檬酸!磷酸盐缓冲溶液+45('&#

称取")'$V的磷酸氢二钠"W0"G-L$#+加去离子水定容至!;;;46*

称取"!';!V的柠檬酸".&G)L(G"L#+加去离子水定容至!;;;46*
分别取上述配制的磷酸氢二钠溶液('(!46与柠檬酸溶液!"'":46混合*

8'#'!!"液"%-;!-/2"#1溶液#

称取%;4V的 9<+8+溶解于!;46去离子水中*

8'#''!用法

使用时+将 9液$<液按:\!的比例混合+并加入终浓度为;';#X过氧化氢"G"L"#*现配现用*

8'$!终止液"!6181#

称取"V 的十二烷基硫酸钠 "8=8#+加入约 ); 46 去离 子 水+待 加 热 充 分 溶 解 后+定 容 至

!;;46+室温保存*

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