安徽省地方标准编制说明

	标准名称
	猪圆环病毒3型套式PCR检测技术规程

	任务来源        （项目计划号）
	2021-2-148

	第一起草单位

（盖章）
	安徽省动物疫病预防与控制中心

	单位地址
	安徽省合肥市包河区滨湖新区洞庭湖路3355号

	参与起草单位
	合肥市动物疫病预防控制中心、萧县畜牧兽医水产服务中心、岳西县畜牧兽医水产服务中心、安徽农业大学

	标准起草人

	序号
	姓名
	单位
	职务
	职称
	电话

	1
	何长生
	安徽省动物疫病预防与控制中心
	副主任
	高级兽医师
	18956048731

	2
	陈  静
	安徽省动物疫病预防与控制中心
	科长
	高级兽医师
	18956048727

	3
	黄晓慧
	合肥市动物疫病预防控制中心
	
	高级兽医师
	13721071729

	4
	王  立
	安徽省动物疫病预防与控制中心
	
	兽医师
	18656048771

	5
	纵丰学
	萧县畜牧兽医水产服务中心
	副主任
	高级兽医师
	13955738177

	6
	王南山
	岳西县畜牧兽医水产服务中心
	副主任
	高级兽医师
	13866439339

	7
	王  倩
	安徽省动物疫病预防与控制中心
	
	兽医师
	18856049958

	8
	沈  艳
	安徽省动物疫病预防与控制中心
	
	兽医师
	18956048783

	9
	王  维
	安徽省动物疫病预防与控制中心
	
	助理兽医师
	18956072178

	10
	范亚楠
	安徽省动物疫病预防与控制中心
	
	助理兽医师
	19965061722

	11
	苗文萍
	安徽省动物疫病预防与控制中心
	
	兽医师
	19965063955

	12
	陈  曦
	安徽省动物疫病预防与控制中心
	
	兽医师
	18956048377

	13
	周迎春
	安徽省动物疫病预防与控制中心
	
	兽医师
	18956048775

	14
	王  军
	安徽省动物疫病预防与控制中心
	
	兽医师
	18956048675

	15
	段倩倩
	安徽省动物疫病预防与控制中心
	
	
	055162930645

	16
	郑  举
	安徽省动物疫病预防与控制中心
	
	高级兽医师
	18956048730

	17
	洪功飞
	安徽省动物疫病预防与控制中心
	科长
	高级兽医师
	18956048721

	18
	朱良强
	安徽省动物疫病预防与控制中心
	主任
	研究员
	18956040908

	19
	李  郁
	安徽农业大学
	
	教授
	13955196369

	编制情况

	1、编制过程简介

	标准起草过程：2021年9月，收到安徽省市场监督管理局《关于下达区域性地震安全性评价技术规范等298项地方标准计划的通知》（皖市监函〔2021〕357号）后，安徽省动物疫病预防与控制中心联合合肥市动物疫病预防控制中心等成立标准制定工作小组，分工负责标准起草相关工作。标准编制小组以科学、规范、可操作性强为原则，起草本标准；同时，采取召开座谈会、发电子邮件等方式，征求起草单位专家的意见和建议。2022年1月中旬完成了本标准征求意见稿。

	2、制定标准的必要性和意义

	必要性：我省是养猪业大省，亦是生猪调出大省，年生猪出栏量位居前列，生猪生产是农民增收重要途径之一。猪圆环病毒3型（porcine circovirus type 3,PCV3）是一种新的圆环病毒，可引起猪的皮炎和肾病综合征、繁殖障碍及多系统炎症等，临床上表现为流产、产木乃伊胎、死胎、弱仔等。该病最初于2016年在美国被发现，随后在韩国、巴西、意大利、波兰等国家陆续报道。近年来，包括我省在内，PCV3已在我国10多个省市出现且感染范围越来越广，对养猪业潜在威胁已不容忽视。因此，建立一种准确而快速的检测方法，将有利于有效控制PCV3的传播，特别是将该方法用于临床病例的检测及种猪贸易检验检疫。

意义：套式PCR方法比普通PCR方法敏感性更高，具有重复性好、特异性强、敏感性高等优点，可快速准确检出样品中极低含量的PCV3病原。制定猪圆环病毒3型套式PCR检测技术规程，为猪圆环病毒3型的科学防控提供重要技术手段，将有利于全省生猪产业健康发展。

	3、制定标准的原则和依据，与现行法律法规、标准的关系

	本标准制定的原则：

标准编制遵循“合法合规、科学、规范、操作性强”的原则，严格按照GB/T1.1-2020的要求进行编写。
本标准与现行法律、法规、标准和强制性标准无冲突。
本标准制定依据：

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 ）


	4、主要条款的说明，主要技术指标、参数、试验验证的论述（详细说明）

	本文件规定了猪圆环病毒病3型套式PCR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。

主要条款说明如下：

4.1重要仪器设备：规定了完成PCV3套式PCR检测所需的主要仪器设备，如PCR仪、台式高速冷冻离心机、全自动组织碾磨仪、电泳仪、凝胶成像系统、微量移液器等。

4.2试剂与耗材：规定了完成PCV3套式PCR检测所需的试剂与耗材，如DNA提取纯化试剂盒、2×Easy TaqSuper Mix、DNA分子量标准（DL 2000 Marker）等。

4.3引物：规定了PCV3套式PCR两对上下游引物的序列，本标准中引物是根据GenBank中登录的PCV3全基因序列（登录号：MF084994），使用DNAStar 软件的MegAlign程序进行比对，利用软件Primer 6.0设计F1/R1、F2/R2两对引物用于PCV3套式PCR反应。扩增产物，经测序鉴定为PCV3基因组特异性片段，从而证明两对引物设计合理。
4.4样品采集、运输与保存：规定了病死猪及生猪采集不同样品类型，以及样品运输及保存方法，以提高样品中PCV3核酸检出效率。

4.5样品处理：规定了淋巴结、肝脏、肺脏、脾脏和肾脏等器官组织以及抗凝血不同的前处理方法。

4.6DNA提取：规定了PCV3套式PCR核酸模板提取方法，即采用商品化的DNA提取纯化试剂盒安，按照试剂盒使用说明操作。

4.7套式PCR扩增：规定了套式PCR第1轮和第2轮反应体系的配制和反应条件。

4.8结果判定：规定了检测结果成立条件和核酸阳性、阴性及需重新检测的判定标准。
4.9实验室废物无害化处理：规定了病料及实验过程中产生废弃物的无害化处理方法。



	5、标准中如果涉及专利，应有明确的知识产权说明

	本标准不涉及任何专利。

	6、采用国际标准或国外先进标准的，说明采标程度，以及国内外同类标准水平的对比情况

	未采用国际标准或国外先进标准；目前，国内外尚无同类标准。

	7、重大分歧意见的处理经过和依据

	标准在修订过程中没有重大意见分歧。

	8、贯彻标准的要求和措施建议（包括组织措施、技术措施、过渡办法、实施日期等）

	本标准发布实施后，可为我省猪圆环病毒3型防控工提供一套科学规范的病原核酸检测技术，建议作为推荐性地方标准，自本标准发布之日起在全省推荐使用。

	9、废止现行相关标准的建议

	无

	10、其它应予说明的事项

	无
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