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猪圆环病毒3型套式PCR检测技术规程
范围
本文件规定了猪圆环病毒病3型套式PCR检测方法的术语与定义、主要仪器设备、试剂与耗材、引物、样品采集、运输与保存、样品处理、DNA提取、套式PCR扩增、结果判定、实验废弃物无害化处理。
本文件适用于猪圆环病毒3型核酸检测。
规范性引用文件
下列文件对于本文件的应用是必不可少的。凡是注日期的引用文件，仅所注日期的版本适用于本文件。凡是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。
GB/T 6682 分析实验室用水规格和试验方法
NY/T 541 兽医诊断样品采集、保存与运输技术规范
《病死及病害动物无害化处理技术规范》（农医发〔2017〕25号 ）

术语和定义
下列术语和定义适用于本文件。
3.1猪圆环病毒3型（Porcine circovirus type 3，PCV3）
猪圆环病毒属于圆环病毒科、圆环病毒属，根据其致病性、抗原性及基因组序列分为1型、2型和3型等基因型。猪圆环病毒3型是2015年发现的新型圆环病毒，它可引起猪的皮炎和肾病综合征、繁殖障碍及多系统炎症等。  
主要仪器设备
PCR仪、台式高速冷冻离心机（可控温至4℃，离心速度可达8000r/min以上）、全自动组织快速碾磨仪、 冰箱（2℃-8℃、-20℃、-70℃三种）、电泳仪、水平电泳槽、 凝胶成像系统、微量移液器（最大量程分别为10μL、50μL、100μL、1000μL）及匹配的吸头、高压蒸汽灭菌锅、电子天平（精确度0.001g）。
试剂与材料
5.1 试剂
超纯水（符合GB/T 6682，121℃、20min，高压蒸汽灭菌）、DNA提取纯化试剂盒（商品化试剂）、 2×Easy TaqSuper Mix（商品化试剂)、5.4  0.5×TBE缓冲液（配制见附录A.1）、1%琼脂糖（配制见附录A.2）、磷酸盐缓冲液（PBS，配制见附录A.3）、无水乙醇（分析纯）、DNA核酸染料（商品化试剂）、DNA分子量标准（DL 2000 Marker，商品化试剂）、
5.2材料
一次性真空EDTA抗凝采血管、 1.5mL离心管（121℃、20min，高压蒸汽灭菌）、0.2mL PCR薄壁管或八联管、 15mL样品保存管（121℃、20min，高压蒸汽灭菌）、钢珠（动植物组织碾磨专用，直径3-5mm，121℃、20min，高压蒸汽灭菌）
引物
6.1 第1轮扩增引物
上游引物（F1）：5'-CCACATGCGAGGGCGTTTAC -3'，下游引物（R1）：5'-CCACAGCTGGCACATACTAC -3'，扩增Cap基因片段长度657bp。
6.2  第2轮扩增引物
上游引物（F2）：5'-CTTTGGTGCCGTAGAAGTCTG-3'，下游引物（R2）：5'-CTTTGGTGCCGTAGAAGTCTG-3'，扩增Cap基因片段长度：412bp。
样品的采集、运输与保存
7.1样品的采集
按NY/T 541要求，无菌采集病死猪淋巴结、肝脏、肺脏、脾脏和肾脏等器官组织（5-10g）或生猪EDTA抗凝全血（5mL-10mL），装入灭菌的15mL样品保存管中，编号备用。优先使用组织样品，其次为抗凝血。
7.2 样品的运输
低温保存运输。
7.3 样品的保存
采集的样品应立即检测。如不能立即检测，则2℃-8℃条件下不保存超过24h，-20℃下保存不超过3个月，-70℃以下可保存数年。
样品处理
8.1 组织样品的处理
取样品约1 g放入1.5mL离心管中，用手术剪剪碎，加入1 mL PBS进行研磨（研磨管中加入2~3粒灭菌钢珠），制备组织匀浆，8000 r/min离心5 min，取上清液用于后续的核酸提取。
[bookmark: _GoBack]8.2 抗凝血样品的处理
无需进行处理，直接用于核酸提取。
DNA提取
    采用商品化的DNA提取纯化试剂盒，按试剂盒说明书进行操作，提取样品、阳性对照（70℃、30min灭活的PCV3阳性病料上清）和阴性对照（灭菌超纯水）的DNA。提取的DNA应立即进行PCR扩增。如不能立即进行PCR扩增，应将DNA模板置于4℃条件下（不宜超过24h），或置于-20℃或-70℃条件下保存。
套式PCR扩增
10.1套式PCR反应体系配制
    按照表1配制反应体系，总反应体系体积为20μL。
表1.PCV3套式PCR扩增体系配制
	      第1轮扩增                                   第2轮扩增

	组分             用量（μL）             组分                 用量（μL）

	F1/R1
	各0.5
（10μmol/L）
	F2/R2
	各0.5
（10μmol/L）

	2×Easy TaqSuper Mix
	10
	2× Easy TaqSuper Mix
	10

	灭菌超纯水
	8
	灭菌超纯水
	8

	DNA模板
	1
	DNA模板（第1轮扩增产物50倍稀释）
	1

	总体积
	20
	总体积
	20



10.2 套式PCR反应条件设定
    第1轮、第2轮PCR反应条件均为：95℃预变性5min后，35个循环扩增（95℃变性30s、58℃退火30s、72℃延伸30s），最后72℃延伸10min，4℃保存。每次PCR均应设一个阳性对照和阴性对照。
10.3 电泳
    将第2轮PCR扩增产物于1%琼脂糖（在凝胶中加入DNA核酸染料）进行电泳，电压100V，时间30min-40min。
10.4结果观察
    用凝胶成像系统观察结果，并进行拍照。
结果判定
11.1 检测结果成立条件
    阳性对照的PCR产物孔出现421bp大小特异性条带，阴性对照PCR产物无条带，则检测结果成立（见附录B）；否则，结果不成立。
11.2 结果判定
11.2.1 结果阳性
在试验成立的条件下，如果检测样品PCR产物电泳后出现421bp大小特异性条带，判为阳性，则该样品为PCV3核酸阳性。
11.2.2  结果阴性
在试验成立的条件下，如果检测样品PCR产物电泳后未出现421bp大小特异性条带，判为阴性，则该样品为PCV3核酸阴性。
11.2.3  重新检测
如果阳性对照无相应的目的条带，可能存在操作失误，则该检测需重新进行；如果阴性对照有相应的目的条带，可能是阴性对照存在污染或操作失误，则该检测需重新进行。
实验室废弃物无害化处理
12.1 病料的无害化处理
参照农医发〔2017〕25号，所有病料采用深埋、焚烧等方式进行无害化处理。
12.2 实验废弃物处理
2%的84消毒液浸泡30min后，放置于危险废弃物容器内暂存，委托有资质的固体废弃物无害化处理机构处置。





























附录A
（规范性附录）
试剂的配制

A.1  0.5×TBE缓冲液
 Tris               108g
 Na2EDTA          7.44g
 硼酸              55g
 水                1000mL
 配成10×TBE缓冲液备用，使用时，取10×TBE缓冲液25mL，加水475mL，制成0.5 ×TBE缓冲液。 

A.2   1%琼脂糖  
  琼脂糖             1g
0.5 ×TBE缓冲液     100mL

A.3  磷酸盐缓冲液（PBS，0.01M、pH7.2）
称取8g NaCl、0.2g KCl、1.44g Na2HPO4和0.24g KH2PO4，溶于800mL水中，用HCl调节溶液的pH值至7.2，最后加水定容至1L，高压蒸气灭菌（121℃、至少20min），保存于室温或4℃冰箱中。


附录B
（资料性附录）
猪圆环病毒3型PCR产物电泳图
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M——DNA分子量标准（DL 2000 Marker）；
1、2——阳性对照；
3——阴性对照。  
图B.1 猪圆环病毒3型PCR产物电泳图
___________________
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