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前  言
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科技发展有限公司。
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口蹄疫病毒实时荧光RT-PCR检测方法

1 范围

本标准规定了口蹄疫病毒实时荧光RT-PCR检测方法。
本标准适用于口蹄疫病毒的检测与鉴定。

2 规范性引用文件

下列文件中的条款通过本标准的引用而成为本标准的条款。凡是注日期的引用文件,其随后所有

的修改单(不包括勘误的内容)或修订版均不适用于本标准,然而,鼓励根据本标准达成协议的各方研究

是否可使用这些文件的最新版本。凡是不注日期的引用文件,其最新版本适用于本标准。

GB/T6682 分析实验室用水规格和试验方法

GB/T18088 出入境动物检疫采样

GB/T18935 口蹄疫诊断技术

GB19489 实验室 生物安全通用要求

SN/T1193 基因检验实验室技术要求

3 缩略语

下列缩略语适用于本标准。

Ct值:循环阈值(cyclethreshold)。

4 试剂耗材和仪器设备

4.1 试剂耗材

4.1.1 除非另有说明,在检测中使用的试剂均为分析纯,实验室用水应符合GB/T6682的要求。

4.1.2 口蹄疫病毒实时荧光RT-PCR试剂:-20℃保存,见附录A。

4.1.3 引物和探针序列

上游引物(FMDV-F)序列为:5′ACTGGGTTTTACAAACCTGTGA3′。
下游引物(FMDV-R)序列为:5′GCGAGTCCTGCCACGGA3′。

TaqMan探针(FMDV-Pb)序列为:5′TCCTTTGCACGCCGTGGGAC3′,其5′端和3′端分别标记

FAM和BHQ。

4.1.4 DEPC处理水:见附录B。推荐购买商品化DEPC处理的无DNA酶和RNA酶的水。

4.1.5 氯仿:分析纯,常温保存。

4.1.6 异丙醇:分析纯,使用前预冷至-20℃。

4.1.7 75%乙醇:用DEPC水和无水乙醇配制,使用前预冷至-20℃。

4.1.8 石英砂:市售化学纯,121℃,15min高压灭菌后备用。

4.1.9 0.01mol/LPBS,pH7.6~7.8:见附录B。

4.1.10 阳性对照为灭活疫苗毒或组织培养灭活毒,-20℃保存备用。阴性对照样品可采用健康的猪

或牛的组织材料。

4.2 主要仪器设备

4.2.1 荧光PCR检测仪。

4.2.2 高速台式冷冻离心机:可控温至4℃,离心速度可达12000g以上。
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