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实验动物 犬腺病毒检测方法

范围

本标准规定了实验动物犬腺病毒的术语和定义、原理、样品处理和PCR检测。
本标准适用于犬腺病毒的PCR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 14926.58  实验动物 传染性犬肝炎病毒检测方法
GB 19489  实验室生物安全通用要求

NY/T 541  兽医诊断样品采集、保存与运输技术规范

NY/T 683  犬传染性肝炎诊断技术

SN/T 4749  犬传染性肝炎检疫技术规范

术语和定义

下列术语和定义适用于本文件。

犬腺病毒I型（CAV-1）
属于腺病毒科，哺乳动物腺病毒属，呈二十面体立体对称，直径为70 nm～90 nm，为无囊膜双股DNA病毒，犬腺病毒I型（CAV-1）主要引起犬和其它犬科动物的犬传染性肝炎。

犬腺病毒II型（CAV-2）

属于腺病毒科，哺乳动物腺病毒属，呈二十面体立体对称，直径为70 nm～90 nm，为无囊膜双股DNA病毒，主要引起幼犬呼吸道疾病和肠炎，致病性较弱。
原理

CAV-1和CAV-2具有相同的免疫原性，实践中多采用CAV-2作为疫苗免疫保护CAV-1感染。CAV-1的早期转录E3区比CAV-2缺失500 bp，可用于鉴别检测。
样品处理

采样前准备

有关动物采集的实验室风险按照GB 19489的规定执行。

按照NY/T 541的规定准备采样工具和器械。

拭子

按照NY/T 541的规定采集咽拭子。

按照NY/T 541的规定采集肛拭子
按照NY/T 541的规定采集鼻拭子。

血清

按照NY/T 541的要求，在犬的前肢隐静脉或颈静脉采血。

按照NY/T 541的规定进行采血。

按照NY/T 541的规定制备并储存血清。

采样后处理

样品采集结束后，所用到的锐器（如针头）和产生的废物处理按照GB 19489的规定进行。
PCR检测

引物

P1：5'-CGCGCTGAACATTACTACCTTGTC-3'。

P2：5'-CCTAGAGCACTTCGTGTCCGCTT-3'。

基因组DNA提取

按照SN/T 4749制备犬样品中的DNA。或者按照商品化的基因组DNA提取试剂盒说明书，提取样品中的基因组DNA。提取的DNA，质量和浓度检测合格后，作为PCR检测反应模板，立即进行检测，或于-20 ℃低温保存。

PCR反应

PCR反应体系：模板1 μL，DNA聚合酶1 μL，P1和P2（10 μmol/L）各1 μL，ddH2O 7 μL。反应条件为：95 ℃ 5 min，94 ℃ 30 s,62 ℃ 30 s,72 ℃ 70 s,35个循环,72 ℃ 10 min。设立阳性对照和阴性对照，阳性对照为CAV-1病毒培养液或阳性病料,阴性对照为无菌水。

电泳

反应结束后，取5μL PCR产物与上样缓冲液混合，以醋酸盐缓冲液为电泳缓冲液，于1 %的琼脂糖凝胶中电泳。同时以包含500 bp 和1000 bp大小的适合的DNA分子质量标准物为参照。150 V恒压电泳25 min，紫外灯下观察。

结果判定

对照检测结果应成立。

被检样品仅在1030 bp处出现条带，判定被检样品中含有CAV-2核酸。

被检样品同时在508 bp和1030 bp处各出现一条条带，判定被检样品中同时含有CAV-1和CAV-2核酸。

无条带出现，则判定样品中CAV-1和CAV-2核酸阴性。

必要时，对扩增产物进行序列测定验证。

_________________________
