附件6

鲫造血器官坏死病监测计划

一、监测点设置

监测点应包括辖区内所有鲫鱼的国家级和省级原良种场、常规测报点中的重点苗种场和养殖场以及近两年内出现过鲫造血器官坏死病阳性结果的养殖场。具体监测品种和监测点的选择由承担任务的省（区、市）根据本地情况自行确定。监测点应填写《监测点备案表》（附件11—5）。

二、采样条件

在春、夏、秋季，水温15℃～35℃期间采样。

三、采样数量和方法

每份样品应采集活鱼150尾。如果有条件可以采集亲鱼的卵巢液和精液，每尾2ml～3ml。采样要按照《水生动物产地检疫采样技术规范》的要求进行，并填写《现场采样记录表》（附件11—6）。

四、样品包装和运输

样品的包装和运输以不泄漏、不交叉污染、保证样品的存活或新鲜度为基本原则。包装内的《现场采样记录表》要用聚乙烯袋防水。

空运样品，包装应符合《水产品航空运输包装通用要求》（GB/T 26544-2011）要求。陆运或自检样品，应用聚氯乙烯贴布革水产袋，充氧、降温运输。对于已死亡的新鲜患病鲫鱼样本要放置冰块并用塑料泡沫箱密封运输，并确保能在尽可能短的时间内运输至检测单位。

样品采集前和采集完成后均需及时与检测单位联系，确保样品的顺利交接。

五、检测方法

鲤疱疹病毒2型PCR检测方法，PCR产物进行测序分析。

检测步骤：取有症状患病鱼鳃组织或脾脏、肾脏少许，按1:10比例添加生理盐水，匀浆，1000转/分钟离心10分钟后，取100μl上清液，用病毒DNA提取试剂盒（如：DNAzol试剂，Invitrogen）提取病毒核酸，作为PCR扩增模板。参照GenBank中已发布的CyHV 的DNA聚合酶基因序列（GenBank登录号：AFJ20509）或CHV-2R的DNA解旋酶基因序列（GenBank登录号：AFJ20501）设计引物，PCR扩增引物序列见下表。引物由相关生物科技有限公司合成即可。

PCR检测使用引物CyHVpol-F和CyHVpol-R进行PCR扩增（或使用引物CyHV2Hel-F和CyHV2Hel-R进行PCR扩增）反应体系为：10×PCR Buffer(Mg2+) 5μl，dNTPs (含dCTP、dGTP、dATP、dTTP各10mmoL/L) 1μl，引物CyHVpol-F(或CyHV2Hel-F(10μM) 1μl，引物CyHVpol-R（或CyHV2Hel-R）(10μM) 1μl，DNA 模板2.5μl，Taq酶(5U/μL，TaKaRa) 0.5μl，纯水补足至50μl。同时取纯水做阴性对照。PCR反应条件为：94℃预变性5分钟，94℃变性1分钟，55℃（CyHV引物）或60℃（CyHV2引物）退火1分钟，72℃延伸1分钟，35个循环后72℃10分钟。PCR扩增反应完成后，用1～2%(W/V)琼脂糖凝胶电泳检测目的条带并照相记录结果。PCR扩增产物送相关测序公司进行测序，同时提供PCR扩增引物序列。

CyHV-2 2对引物序列

	Primers
	Sequence (5’-3’)
	Amplicon size (bp)

	CyHVpol-F
	CCCAGCAACATGTGCGACGG
	362

	CyHVpol-R
	CCGTARTGAGAGTTGGCGCA
	

	CyHV2Hel-F
	GGACTTGCGAAGAGTTTGATTTCTTAC
	366

	CyHV2He-R
	CCATAGTCACCATGGTCTCATC
	


六、检测结果报告

各检测单位，要在接到样品后2～3周内完成检测程序，并提交《检测报告》。检测结果为阳性或疑似阳性的，进行PCR扩增产物测序，同时提交PCR测序结果电子版，并保存样品。如检测单位不具备测序条件，将阳性样品送参考实验室进行测序。

