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Центр технологий Урумчинской таможни  
Кеке Ванг

Методы диагностики инфекции 
герпесвирусом лошади-1 (EHV-1)  
(ринопневмонита )
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Ринопневмония лошадей (РЛ) - это 
высококонтагиозное инфекционное заболевание 
лошадей, вызываемое вирусом герпеса лошадей типа 1 
(ВГЛ-1) и типа 4 (ВГЛ-4). Лошади, зараженные этим 
заболеванием, страдают от абортов, респираторных и 
неврологических заболеваний и могут погибнуть. Часто 
проявляются разные клинические симптомы из-за 
разницы во времени иммунизации лошадей или разницы 
в возрасте.

Ринопневмония лошадей широко распространена в 
стадах лошадей во всем мире, независимо от возраста и 
популяции на момент заражения, что наносит серьезный 
вред развитию коневодства. Так как это одно из важных 
заболеваний лошадей, МЭБ классифицирует его как 
болезнь животных категории B. Китай классифицирует его 
как инфекционное заболевание животных второго класса 
и одно из обязательных подкарантинных заболеваний 
для лошадей, ввозимых и вывозимых из страны.

Ринопневмония лошадей



��	��

��	�-

��	��

��	����	��

���
��� �Вирус герпеса лошадей, ВГЛ�
Он относится к вирусам ветряной 

оспы семейства herpesviridae. В 

классификации существует много типов ВГЛ, 

но 5 типов могут инфицировать лошадей.

ВГЛ-1 попадает в тело лошади, а затем входит 

кровоток, вызывая токсемию, которая затем 

распространяется на различные органы 

лошадей и может вызывать респираторные 

симптомы, неврологические симптомы и 

аборт у лошадей.

После того, как ВГЛ-4 заражает лошадей, 

вирус размножается в только дыхательных 

путях лошади, вызывая у лошади 

респираторные симптомы.

После совместного заражения лошадей ВГЛ-1 

и ВГЛ-4 часто можно обнаружить один и тот 

же антиген. 
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Клинические симптомы больных 
лошадей различны, как правило, лихорадка, 
депрессия, потеря аппетита, насморк, 
слезотечение, конъюнктивит, отек век, отек 
нижних лимфатических узлов под челюстью, 
уменьшение лейкоцитов, отек конечностей, 
особенно нижних конечностей; отек мошонки 
и крайней плоти лошадей-самцов, аборт у 
жеребых кобыл. Более серьезные симптомы у 
старых кобыл и плохо питающихся лошадей, у 
жеребых кобыл больше симптомов, чем у 
яловых. Если эпидемия ВАЛ (вирусный 
артериит лошадей)  происходит в табуне 
жеребых лошадей, частота абортов может 
достигать от 40% до 59%.
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Сбор образцов
1. Ткани новорожденных и абортировавших взрослых животных (включая ткани легких, печени, 
селезенки, тимуса, надпочечников и плаценты)
2. Мазок из носоглотки лошади (требуется транспортная среда, такая как PBS), жидкость для 
лаважа трахеи (TW) или бронхоальвеолярный лаваж (BAL)

Выделение ДНК с использованием набора для выделения вирусов или оборудования для 
автоматической экстракции нуклеиновых кислот
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Метод быстрой предварительной диагностики антигена ВГЛ в образцах тканей.

Приготовленную эффективную поликлональную антисыворотку против ВГЛ-1 

комбинируют с ФИТЦ.

Преимущества: Диагностическая надежность 

технологии близка к надежности изоляции вирусов. 

Недостатки: не подходит для серотипирования, необходимо 

идентифицировать с помощью ПЦР
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1�Образцы свежесрезанных тканей плода (легкие, печень, 
тимус и селезенка) (срезы 5 × 5 мм) заморозить и разрезать 
на криостате при -20°C.
2�Зафиксировать на предметных стеклах 100% ацетоном
3�После высыхания добавить соответствующее 
связывающее ВГЛ-1 антитело и инкубировать срезы во 
влажной среде при 37°C в течение 30 минут. 
4�Дважды промыть PBS, чтобы удалить 
непрореагировавшие антитела.
5�Покрыть ткань водной средой и раствором, закрыть 
покровным стеклом
6�Обратить внимание на наличие флуоресцентных клеток, 
которые указывают на антиген ВГЛ.

Прим.: Каждый тест должен включать положительные и 
отрицательные контроли, такие как: известная инфекция 
ВГЛ-1 и неинфицированная ткань плода.



От абортированных плодов и животных с поражением нервной системы 
головного и спинного мозга брали ткани плаценты, легких, печени, селезенки, 
надпочечников и тимуса.

Наличие телец включения эозинофильных ядер в бронхиолярном
эпителии или клетки вокруг некротической области печени были инфицированы с 
диагнозом вируса герпеса. Характерной микроскопической патологией, связанной 
с невропатией ВГЛ-1, является дегенеративный тромбангиит головного или 
спинного мозга (периваскулярная манжета и инфильтрация воспалительных 
клеток, пролиферация и некроз эндотелиальных клеток, а также тромбоз).
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Положительный диагноз 
основан на значительном 
увеличении титра антител в 
сыворотке (в четыре раза 
или выше) в острой фазе и 
фазе выздоровления�
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Требования к реагентам и расходным материалам:
1�Стандартные штаммы вируса с известным титром
2. Е-дерма или клетка
3. Лошадиная сыворотка с положительным и 
отрицательным контролем антител
4. 96-луночный микротитровальный планшет с плоским 
дном (класс культуры ткани)



Требования к испытательной среде и оборудованию:

1. Лаборатория уровня биобезопасности 2 и выше

2. Инкубатор СО2

3. Шкаф биологической безопасности
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Профессиональный и технический персонал должен быть обучен 
соответствующим стандартам и стандартным операционным процедурам 
лаборатории, сдать экзамен и получить разрешение; они должны обладать  
крепкими  техническими навыками, уметь правильно использовать реактивы в 
соответствии со стандартами и инструкциями к реактивам, правилами обработки 
химических веществ и отходов в числовой лаборатории, соответствующими 
правилами биобезопасности, правилами ликвидации аварийных ситуаций в 
лаборатории, правилами конфиденциальности результатов и процедурами 
сообщения о положительных результатах и т.д.
Персонал, входящий в рабочую зону лаборатории, должен использовать средства 
индивидуальной защиты. Самые основные средства защиты включают 
лабораторную одежду с длинными рукавами, одноразовые перчатки, одноразовые 
медицинские маски и т.д.; Соответствующие средства индивидуальной защиты 
должны быть выбраны в соответствии с отчетом об оценке риска биологических 
факторов.
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i� Тестируемую сыворотку и контрольную сыворотку инактивировать на водяной бане при 56°C в 
течение 30 минут. 



S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10

S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10

1�2 1�2 1�2 1�2 1�2 1�2 1�2 1�2 1�2 1�2

1�4 1�4 1�4 1�4 1�4 1�4 1�4 1�4 1�4 1�4

1�8 1�8 1�8 1�8 1�8 1�8 1�8 1�8 1�8 1�8

1�16 1�16 1�16 1�16 1�16 1�16 1�16 1�16 1�16 1�16

1�32 1�32 1�32 1�32 1�32 1�32 1�32 1�32 1�32 1�32

1�64 1�64 1�64 1�64 1�64 1�64 1�64 1�64 1�64 1�64

A
B
C
D
E
F
G
H

контрол
ь 
токсичн
ости 
сыворо
тки 

М
ногократное разведение

II) добавьте 25 мкл MEM во все лунки микропланшета.
III) пипеткой нанесите 25 мкл испытуемой сыворотки в строки a и B микропланшета. Строка a
использовалась в качестве контроля токсичности сыворотки, а строка B - в качестве теста на 
токсичность сыворотки при первом разведении. Градиентное разведение от строки В до последней 
строки..



iv�Добавить 25 мкл разбавленного соответствующим образом исходного раствора вируса 
ВГЛ-1 или ВГЛ-4 (100 TCID50 / лунку) в каждую лунку. А исключается, а А используется для 
мониторинга сывороточной токсичности индикаторных клеток в лунке контрольной 
сыворотки.



RK-13

5×105 4-5 дней , 37℃

v� Использовать отдельный 
контрольный планшет, 

включающий титрованную 
отрицательную и положительную 
лошадиную сыворотку с 

известными титрами, клеточный 
контроль (без вируса), вирусный 

контроль (без сыворотки) и 
титрование вирусов для расчета 
фактического количества вирусов, 

использованных в тесте.

vi) Инкубировать чашку в 
атмосфере 5% CO2 при 37°C в 
течение 1 часа. 

vii) Добавить 50 мкл суспензии 

клеток E-Derm или RK-13 (5 × 105 
клеток/мл) в каждую лунку.



xi�Рассчитать титр нейтрализации каждой исследуемой сыворотки и сравнить 
увеличение титра сыворотки в остром периоде и периоде выздоровления.

Определение

viii�Инкубировать в течение 4-5 дней при 37°C и 5% углекислого газа в воздухе.

ix) Проверить состояние CPE каждого отверстия с помощью микроскопа и 
записать результат в рабочую таблицу.
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Профессиональный и технический персонал должен быть обучен 
соответствующим стандартам и стандартным операционным 
процедурам лаборатории, сдать экзамен и получить разрешение; 
они должны обладать крепкими техническими  навыками, уметь 
правильно использовать реактивы в соответствии со стандартами и 
инструкциями к реактивам, правилами обработки химических 
веществ и отходов в числовой лаборатории, соответствующими 
правилами биобезопасности, правилами ликвидации аварийных 
ситуаций в лаборатории, правилами конфиденциальности 
результатов и процедурами сообщения о положительных результатах 
и т.д.

Требования к персоналу



ELISA

Персонал, входящий в рабочую зону лаборатории, должен 
использовать средства индивидуальной защиты. Самые основные 
средства защиты включают экспериментальную одежду с 
длинными рукавами, одноразовые перчатки, одноразовые 
медицинские маски и т.д.; Соответствующие средства 
индивидуальной защиты должны быть выбраны в соответствии с 
отчетом об оценке риска биологических факторов.



ELISA

Температура и влажность окружающей среды должны 
контролироваться в соответствии с требованиями испытательного 
оборудования и конкретного теста ИФА, и должны быть сделаны 
соответствующие записи.



При необходимости лаборатория 
может быть оснащена источником 
бесперебойного питания (ИБП) или 
двойным источником питания для 
обеспечения нормальной работы 
ключевого оборудования (такого как 
мойка пластин, прибор для 
маркировки ферментов, инкубатор, 
холодильник и т.д.).



ELISA

Лаборатория должна быть оснащена необходимыми 
средствами защиты, такими как промыватель глаз для 
экстренной помощи, аварийное оборудование и т.д.



ELISA
Идентификация лаборатории является четкой и 
стандартизированной



ELISA
Убедитесь, что характеристики и параметры прибора для 
маркировки ферментов, мойки пластин, пипеток и другого 
оборудования соответствуют требованиям испытаний; 
ключевое оборудование должно иметь правильную 
идентификацию статуса оборудования в течение срока 
действия калибровки.



ELISAШкаф биологической безопасности и 
паровой стерилизатор высокого 
давления должны регулярно 
проверяться.
Для основного оборудования должны 
проводиться периодическая проверка, 
мониторинг производительности и 
регулярное техническое 
обслуживание.
Перед каждым испытанием 
оборудование должно быть запущено 
для проверки, и испытание может 
быть проведено только после 
подтверждения его нормального 
состояния. 
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Ключевые моменты:Прочтите
стандарты или СОП и внимательно 
подготовьте исходные  записи.

ELISA



ELISA

Подготовка пробы: Во время 
приемки пробы проверьте, 
соответствуют ли статус пробы, 
название, номер, количество 
пробы и упаковка требованиям, 
и сделайте соответствующие 
записи. Существует много типов 
тестовых образцов ИФА, 
наиболее часто используемыми 
являются сыворотки.



Ключевые точки обнаружения
№: пронумеруйте планшет с образцом для тестирования и 
планшет с этикеткой фермента соответственно; Отметьте 
положительный и отрицательный контроль и по одному 
зарегистрируйте образцы для тестирования в микропорах.

ELISA



Подготовка расходных материалов для реагентов: подготовьте 
достаточное количество расходных материалов для реагентов в 
соответствии с количеством образца, тщательно проверьте упаковку 
реагентов, срок годности, состав реагентов и другую информацию 
перед проведением теста.
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Приготовление раствора: лосьон, фермент и туберкулин в наборе 
должны быть приготовлены в строгом соответствии с инструкцией 
к реагенту, и должны быть использованы и приготовлены как 
можно скорее.
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Добавление жидкости: при добавлении образцов, инь-ян контроля, ферментных 
конъюгатов, раствора субстрата и конечного раствора, убедитесь, что количество 
добавляемой жидкости точно, и хорошо перемешивайте после каждого добавления 
жидкости, чтобы избежать загрязнения.
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Точная техника переноса жидкости: после всасывания используйте 
всасывающую головку для контакта с боковой стороной "контейнера", 
чтобы удалить лишнюю жидкость за пределы всасывающей головки. 
При использовании пипетки, если микропланшет пуст, пожалуйста, 
протяните всасывающую головку к нижнему углу каждого отверстия 
(не касаясь дна); если в микропланшете есть жидкость, пожалуйста, 
поместите кончик всасывающей головки над жидкостью. Попробуйте 
всосать жидкость 1 ~ 2 раза и проследите за уровнем жидкости во 
всасывающей головке.



Мойка: мойте в строгом соответствии с количеством раз мытья 
набора и количеством моющего средства в наборе. Следует 
избегать перекрестного загрязнения. Развитие цвета: избегать 
света, точно определять время и вовремя останавливать реакцию.
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Инкубация: необходимо подтвердить температуру 
инкубации и время инкубации, а также точно рассчитать 
их время
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Считывание: настройка программы считывания микропланшетов
соответствует требованиям набора. Сначала проследите за цветом 
микропланшета невооруженным глазом, убедитесь в точности 
показаний и правильно сохраните исходные данные.
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Ключевые моменты обнаружения.Расчет результатов: когда были установлены 
отрицательные и положительные результаты контроля, расчет был точным; Если 
отрицательные и положительные результаты контроля аномальны, необходимо 
выяснить причину и перепроверить Результат 
Определение: определение должно проводиться в строгом соответствии с 
соответствующими стандартами или инструкциями к набору. Положительные 
образцы и подозрительные образцы должны быть повторно протестированы для 
подтверждения
.
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Обработка отходов: после стерилизации под высоким 
давлением сдайте его в компанию по переработке 
медицинских отходов и сделайте соответствующие записи.
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Очистка и дезинфекция: после эксперимента лабораторная среда, 
помещения и оборудование должны быть тщательно продезинфицированы, 
ультрафиолетовая лампа должна быть включена для дезинфекции более чем 
на 30 минут, и должны быть сделаны соответствующие записи.
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