
《食品安全地方标准  食品中诺如病毒检测》
（DBS 13/001-2014）
编制说明
标准起草的基本情况
1、任务来源
    根据《河北省食品安全地方标准制定、修订项目委托协议书(2014年)》，河北省卫计委食品安全标准与监测评估处委托河北省疾病预防控制中心制订《食品安全地方标准  食品中诺如病毒检测》（DBS 13/001-2014）。
2、起草单位
本标准起草单位：河北省疾病预防控制中心。
本标准参与（协作）单位：秦皇岛市疾病预防控制中心、邯郸市疾病预防控制中心。
3、起草人
主要起草人有申志新、关文英、白雪、张淑红、侯凤伶、申玉学、韩艳青、王英豪、史红。
4、起草过程简介
（1）收集国内外标准与文献：标准起草负责人组织起草人员收集国内外诺如病毒检测方法标准和相关文献共40余篇。
（2）召开河北省食品安全地方标准专家论证会：省卫计委于2014年7月，在北戴河组织部分省内食品安全专家委员会委员对本项目建议书进行了论证和研讨。与会专家认为本项目建议书思路清晰严谨，科学合理，计划周密可行，具有可操作性，经费预算合理，并已按专家意见进行了修改，经审查合格，同意实施。
（3）制定初步检测方法：在参阅国内外标准和文献基础上，确定方法制定原则、主要内容和方法验证，草拟实施方案。
（4）样品检测：2014年6月-7月，省疾控中心和秦皇岛市疾控中心对北戴河区市售生食海产品进行了诺如病毒检测。共采集贝类样品100份，其中5份诺如病毒阳性，检出率为5%，为我省在食品安全风险监测中首次检出诺如病毒,同时检测包装饮用水样品50份,未检出阳性。
（5）试验验证：根据项目制定方案，秦皇岛市疾控中心和邯郸市疾控中心对本方法进行验证试验，并出具正式的验证报告。
（6）起草标准文本：参照国际标准、行业标准规定和实验室验证试验情况，编制《河北省地方标准 食品中诺如病毒检测》（DBS13/001-2014）标准文本和编制说明
（7）召开研讨会：2014年10月11日，省疾控中心在北戴河组织召开《河北省地方标准 食品中诺如病毒检测》（DBS13/001-2014）征求意见稿专家论证会，邀请国家食品安全风险评估中心、省卫生综合执法局和部分市疾控中心专家参会，对本标准进行全面审核，对需要进一步修改、确认和完善之处提出建议。
（8）完成标准征求意见稿：标准起草人根据专家意见建议，进一步查阅和分析参考文献及修订标准内容，进行修改完善，形成标准征求意见稿。
（9）专家审核：省卫计委组织我省食品安全委员会有关专家对标准征求意见稿进行审核，提出修改意见, 标准起草人修改后形成标准报批稿。公开向社会征求意见。
（10）标准报批：标准起草人对修改意见进行整理，进一步完善标准。报省卫计委批准、发布、实施。
标准的重要内容及主要制定情况
诺如病毒的定义
参考杨大进，李宁主编的《2014年国家食品污染和有害因素风险监测工作手册》中诺如病毒检验标准操作程序关于诺如病毒的定义。
方法提要
在甘氨酸缓冲液中通过物理研磨对分离出的样品均质以释放病毒，或通过混合硝酸纤维素膜过滤病毒，再加入PEG8000富集病毒。用具有核酸结合表面的磁珠或滤膜吸附RNA，进行进一步纯化。利用普通RT-PCR和实时荧光RT-PCR方法进行检测，对可疑的PCR产物进行测序分析确定其基因型别。
样品处理
(1) 贝类
我国和加拿大通常采用甘氨酸-PEG沉淀法，2013版ISO标准采用蛋白酶K消化法。
我国近几年研究和应用较多的是甘氨酸-PEG沉淀法。经过氯仿抽提，能有效去除样品中的蛋白质、脂类等对PCR有抑制的物质；经过PEG沉淀浓缩病毒，能有效提高病毒浓度，适用于检测食品中浓度较低的诺如病毒，并可以直接用于自动核酸提取设备。
(2) 生食叶类蔬菜
    参考ISO/TS 15216-2:2013(E) 标准8.2.4中对样品的处理方法，即甘氨酸-PEG沉淀法，经过甘氨酸洗脱，直接用PEG沉淀浓缩病毒，能有效提高病毒浓度，可直接用于自动核酸提取设备。
(3) 包装饮用水
水富集通常采用固相吸附法，所用膜有正离子膜、负离子膜、纤维素膜等。正离子膜价格较昂贵，负离子膜不易购得，混合硝酸纤维素膜价格便宜，来源广泛，吸附效果较好，并且不需要特殊设备（超高速离心机等），适合大多数实验室。（水中诺如病毒富集及定量检测研究 周晓红等；热带医学杂志 2010 年 2 月第 10 卷第 2 期。）
引物和探针序列来源
普通RT-PCR引物序列：引自贝类中诺沃克病毒检测方法 普通RT-PCR方法和实时荧光RT-PCR方法；SN/T 1635-2005。
表1  普通RT-PCR检测引物
	检测的病毒类群
	引物序列
	片段大小/bp

	GI和GII
	正向引物F：5’-ATACCACTATGATGCAGATTA-3’
	326

	
	反向引物R: 5’-TCATCATCACCATAGAAAGAG-3’
	


实时荧光RT-PCR引物和探针序列：引自Microbiology of food and animal feed —Horizontal method for determination of hepatitis A virus and norovirus in food using real-time RT-PCR —Part 2: Method for qualitative detection；ISO_TS 15216-2。
表2  实时荧光RT-PCR检测引物和探针
	检测的病毒类群
	引物和探针序列
	片段大小/bp

	GI
	正向引物F: 5’-CGC TGG ATG CGN TTC CAT-3’

反向引物R: 5’-CCT TAG ACG CCA TCA TCA TTT AC-3’

探针: 5’-FAM-TGG ACA GGA GAY CGC RAT CT-TAMRA-3’
	86

	GII


	正向引物F: 5’-ATG TTC AGR TGG ATG AGR TTC TCW GA-3’

反向引物R: 5’-TCG ACG CCA TCT TCA TTC ACA-3’

探针: 5’-FAM-AGC ACG TGG GAG GGC GAT CG-TAMRA-3’
	89


5、试验的灵敏度和特异性
标准中诺如病毒检测引物与感染部位相同或感染症状相似且常见的其他病原体（副溶血性弧菌、金黄色葡萄球菌、志贺氏菌、单核细胞增生李斯特氏菌、空肠弯曲菌、嗜水气单胞菌、沙门氏菌、致泻性大肠埃希氏菌、扎如病毒、肠道腺病毒、轮状病毒A型、轮状病毒B型、轮状病毒C型、人星状病毒、小肠结肠炎耶尔森氏菌、蜡样芽孢杆菌、霍乱弧菌）均无交叉反应，特异性强。‍
用普通RT-PCR法检测‍最低检测限为1×107copy/mL。‍
实时荧光RT-PCR检测‍最低检测限为1×102 copy/ mL，线性范围为1×104 copy/ mL -1×109 copy/ mL。
6、结果报告要求
阴性结果报告方式
若贝类检测结果为阴性，则结果报告为5g贝类消化腺未检出诺如病毒。
若生食叶类蔬菜检测结果为阴性，则结果报告为25g生食叶类蔬菜未检出诺如病毒。
若包装饮用水检测结果为阴性，则结果报告为500mL包装饮用水未检出诺如病毒。
阳性结果报告方式
若贝类检测结果为阳性，则结果报告为5g贝类消化腺检出诺如病毒。
若生食叶类蔬菜检测结果为阳性，则结果报告为25g生食叶类蔬菜检出诺如病毒。
若包装饮用水检测结果为阳性，则结果报告为500mL包装饮用水检出诺如病毒。
国内和国际标准情况
1、《Microbiology of food and animal feed —Horizontal method for determination of hepatitis A virus and norovirus in food using real-time RT-PCR —Part 2: Method for qualitative detection；ISO_TS 15216-2》国际化标准组织规定了贝类、水果表面和瓶装水诺如病毒的检测方法。
2、《Laboratory Procedure OPFLP-01 CONCENTRATION OF NOROVIRUS GENOGROUPS I AND II FROM CONTAMINATED OYSTERS AND THEIR DETECTION USING THE REVERSE-TRANSCRIPTASE POLYMERASE CHAIN REACTION》加拿大微生物方法委员会研究的粮食理事会发布的实验室程序中规定了甲壳类动物如牡蛎和贻贝中诺如病毒样品的浓缩方法和检测程序。
3、国内《SN/T 1635-2005贝类中诺沃克病毒检测方法 普通RT-PCR方法和实时荧光RT-PCR方法 》为中华人民共和国出入境检验检疫行业标准，规定了贝类中诺如病毒检测方法。
(四)专家论证会意见采纳情况
10月10日-12日，在北戴河举行了该标准的专家论证会。河北省卫生计生委食品处领导，我中心李建国副主任，国家食品安全风险评估中心、河北省卫生计生委综合执法监督局及河北省4个设区市疾控中心的16位专家及课题组6人参加了专家论证会。国家和省市的各位专家对标准初稿进行了仔细的论证，提出十六条宝贵意见均已采纳(附件 专家论证会征求意见汇总处理表)。根据专家意见对标准初稿进行了补充和修改，完善了标准条款。 
(五)参考文献
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