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前  言
本文件按照GB/T 1.1—2020《标准化工作导则  第1部分:标准化文件的结构和起草规则》的规定起草。

本文件代替DB11/T 1806-2020，除结构调整和编辑性改动外，主要技术变化如下：

a) 实验狨猴各等级寄生虫检测项目增加了“溶组织内阿米巴”（见5.2.3）；

b) 增加了“实验树鼩”寄生虫检测相关内容（见5.2.9）；

c) 实验狨猴寄生虫学检测方法增加了“溶组织内阿米巴”（见7.3）；

d) 增加了“实验树鼩寄生虫检测方法”（见7.9）。

本文件由北京市科学技术委员会、中关村科技园区管理委员会提出并归口。
本文件由北京市科学技术委员会、中关村科技园区管理委员会组织实施。
本文件起草单位： 
本文件主要起草人： 
本文件及其所代替文件的历次版本发布情况为：

——首次发布分别为DB11/T 828.2—2011、DB11/T 1053.2—2013、DB11/T 1460.1—2017、DB11/T 1460.2—2017、DB11/T 1460.3—2017、DB 11/T 1460.4—2018、DB 11/T 1460.5—2018；
——2020年发布为DB11/T 1806-2020；

——本次为第二次修订。

实验动物 寄生虫检测
1　 范围
本文件规定了实验动物的寄生虫学等级分类、检测要求、检测程序、检测方法、检测规则、结果判定、结论与报告。
本文件适用于实验小型猪、实验猪、实验牛、实验羊、实验狨猴、实验长爪沙鼠、实验雪貂、实验猫、实验鸡、实验鸭、实验鹅、实验鸽、实验鱼（斑马鱼和剑尾鱼）、实验树鼩的寄生虫检测。
2　 规范性引用文件
下列文件中的内容通过文中的规范性引用而构成本文件必不可少的条款。其中，注日期的引用文件，仅该日期对应的版本适用于本文件；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 18448.1  实验动物  体外寄生虫检测方法
GB/T 18448.2  实验动物  弓形虫检测方法
GB/T 18448.3  实验动物  兔脑原虫检测方法
GB/T 18448.4  实验动物  卡氏肺孢子虫检测方法
GB/T 18448.6  实验动物  蠕虫检测方法
GB/T 18448.7  实验动物  疟原虫检测方法
GB/T 18448.9  实验动物  肠道溶组织内阿米巴检测方法
GB/T 18448.10 实验动物  肠道鞭毛虫和纤毛虫检测方法
GB/T 18642  旋毛虫诊断技术
GB/T 18644  猪囊尾蚴病诊断技术
GB/T 18647  动物球虫病诊断技术
GB/T 23239  伊氏锥虫病诊断技术
GB/T 35942  隐孢子虫套式PCR检测方法
NY/T 541  兽医诊断样品采集、保存与运输技术规范
NY/T 1466  动物棘球蚴病诊断技术
NY/T 1949  隐孢子虫卵囊检测技术  改良抗酸染色法
SN/T 1225  住白细胞虫病诊断方法  显微镜检查法
SN/T 2975  鱼华支睾吸虫囊蚴鉴定方法
SN/T 3485  牛焦虫病检疫技术规范
SN/T 3499  新孢子虫病检疫技术规范

3　 术语和定义
下列术语和定义适用于本文件。

实验动物  laboratory animal

经人工饲育，对其携带的微生物和寄生虫实行控制，遗传背景明确或者来源清楚，用于科学研究、教学、生产和检定以及其他科学实验的动物。
普通级实验动物  conventional (CV) laboratory animal
不携带所规定的人兽共患病病原、动物烈性传染病病原和对科学实验有重大干扰的病原的实验动物。
3.2.1 
    无特定抗原抗体普通级实验动物 specific antigen & antibody-free conventional (CV) laboratory animal
普通级实验动物中未免疫特定的疫苗，且经检测不携带实验要求排除的特定病原微生物抗原抗体的实验动物，称为无特定抗原抗体普通级实验动物。
无特定病原体级实验动物  specific pathogen free (SPF) laboratory animal
除普通级实验动物应排除的病原外，不携带主要潜在感染或条件致病和对科学实验干扰大的病原的实验动物。
无菌级实验动物  germ free (GF) laboratory animal

无可检出的一切生命体的实验动物。

4　 等级分类
根据对微生物和寄生虫控制的程度，实验动物分为普通级实验动物、无特定病原体级实验动物和无菌级实验动物三个等级。 
5　 检测要求
5.1　 外观检查
对待检实验动物的精神状态、行为、被毛、天然孔分泌物进行外观检查。
5.2　 寄生虫检测项目
实验猪和实验小型猪各等级寄生虫检测项目按照表1的规定执行。
表1　 实验猪和实验小型猪各等级寄生虫检测项目
	动物等级
	寄生虫
	检测要求

	普通级
	体外寄生虫（Ectoparasites）
	●

	1. 
	弓形虫（Toxoplasma）
	●

	2. 
	旋毛虫（Trichinella）
	●

	3. 
	猪囊尾蚴（Cysticercus）
	●

	无特定病原体
	体外寄生虫（Ectoparasites）
	●

	4. 
	弓形虫（Toxoplasma）
	●

	5. 
	旋毛虫（Trichinella）
	●

	6. 
	猪囊尾蚴（Cysticercus）
	●

	7. 
	球虫（Coccidia）
	●

	
	小袋纤毛虫（Balantidium）
	●

	8. 
	贾第虫（Giardia）
	●

	9. 
	阿米巴原虫（Amoeba）
	●

	10. 
	隐孢子虫（Cryptosporidium）
	●

	11. 
	蠕虫（Helminths）
	●

	无菌级
	任何可检出的生命体
	●

	注： “●”表示必检项，要求阴性。 


实验牛和实验羊各等级寄生虫检测按照表2的规定执行。
表2　 实验牛和实验羊各等级寄生虫检测项目
	动物等级
	寄生虫
	实验牛
检测要求
	实验羊
检测要求

	普通级
	体外寄生虫（Ectoparasites）
	●
	●

	12. 
	棘球蚴（Echinococcus）
	●
	●

	13. 
	弓形虫（Toxoplasma）
	●
	●

	无特定病原体级
	体外寄生虫（Ectoparasites）
	●
	●

	注： 
	棘球蚴（Echinococcus）
	●
	●

	注： 
	弓形虫（Toxoplasma）
	●
	●

	注： 
	球虫（Coccidia）
	●
	●

	
	新孢子虫（Neospora）
	●
	●

	14. 
	梨形虫（Piroplasma）
	●
	○

	15. 
	贾第虫（Giardia）
	●
	●

	16. 
	锥虫（Trypanosome）
	●
	○

	17. 
	蠕虫（Helminths）
	●
	●

	18. 
	隐孢子虫（Cryptosporidium）
	●
	○

	无菌级
	任何可检出的生命体
	●
	●

	注： “●”表示必检项，要求阴性；“○”表示需要时检测项目，要求阴性。


实验狨猴各等级寄生虫检测项目按照表3的规定执行。
表3　 实验狨猴各等级寄生虫检测项目
	动物等级
	寄生虫
	检测要求

	普通级
	体外寄生虫（Ectoparasites）
	●

	
	弓形虫（Toxoplasma）
	●

	无特定病原体级
	体外寄生虫（Ectoparasites）
	●

	
	弓形虫（Toxoplasma）
	●

	
	鞭毛虫（Flagellates）
	●

	
	蠕虫（Helminths）
	●

	
	球虫（Coccidia）
	●

	
	疟原虫（Plasmodium）
	●

	
	溶组织内阿米巴（Entamoeba spp.）
	●

	无菌级
	任何可检出的生命体
	●

	注： “●”表示必检项目，要求阴性。


实验长爪沙鼠各等级寄生虫检测项目按照表4的规定执行。
表4　 实验长爪沙鼠各等级寄生虫检测项目
	动物等级
	寄生虫
	检测要求

	普通级
	体外寄生虫（Ectoparasites）
	●

	
	弓形虫（Toxoplasma）
	●

	无特定病原体级
	体外寄生虫（Ectoparasites）
	●

	
	弓形虫（Toxoplasma）
	●

	
	纤毛虫（Ciliates）
	●

	
	鞭毛虫（Flagellates）
	●

	
	蠕虫（Helminths）
	●

	
	卡氏肺孢子虫（Pneumocystis carinii）
	●

	
	兔脑原虫（Encephalitozoon cuniculi）
	●

	无菌级
	任何可检出的生命体
	●

	注： “●”表示必检项，要求阴性。


实验雪貂各等级寄生虫检测项目按照表5的规定执行。

表5　 实验雪貂各等级寄生虫检测项目
	动物等级
	寄生虫
	检测要求

	普通级
	体外寄生虫（Ectoparasites）
	●

	
	弓形虫（Toxoplasma）
	●

	无特定病原体级
	体外寄生虫（Ectoparasites）
	●

	
	弓形虫（Toxoplasma）
	●

	
	蠕虫（Helminths）
	●

	
	球虫（Coccidia）
	●

	
	鞭毛虫（Flagellates）
	●

	无菌级
	任何可检出的生命体
	●

	注： “●”表示必检项，要求阴性。 


实验猫各等级寄生虫检测项目按照表6的规定执行。
表6　 实验猫各等级寄生虫检测项目
	动物等级
	寄生虫
	检测要求

	普通级
	体外寄生虫（Ectoparasites）
	●

	
	弓形虫（Toxoplasma）
	●

	
	华支睾吸虫（Clonorchis sinensis）
	●

	无特定病原体级
	体外寄生虫（Ectoparasites）
	●

	
	弓形虫（Toxoplasma）
	●

	
	华支睾吸虫（Clonorchis sinensis）
	●

	
	纤毛虫（Ciliates）
	●

	
	鞭毛虫（Flagellates）
	●

	
	蠕虫（Helminths）
	●

	
	兔脑原虫（Encephalitozoon cuniculi）
	●

	
	球虫（Coccidia）
	●

	无菌级
	任何可检出的生命体
	●

	注： “●”表示必检项，要求阴性。 


实验鸡、实验鸭、实验鹅和实验鸽各等级寄生虫检测项目按照表7的规定执行。

表7　 实验鸡、实验鸭、实验鹅和实验鸽各等级寄生虫检测项目
	动物等级
	寄生虫
	实验鸡
检测要求
	实验鸭
检测要求
	实验鹅
检测要求
	实验鸽
检测要求

	普通级
	体外寄生虫（Ectoparasites）
	●
	●
	●
	●

	
	蠕虫（Helminths）
	●
	●
	●
	●

	
	弓形虫（Toxoplasma）
	●
	●
	●
	●


表7  实验鸡、实验鸭、实验鹅和实验鸽各等级寄生虫检测项目（续）
	动物等级
	寄生虫
	实验鸡
检测要求
	实验鸭
检测要求
	实验鹅
检测要求
	实验鸽
检测要求

	无特定病原体级
	体外寄生虫（Ectoparasites）
	●
	●
	●
	●

	
	蠕虫（Helminths）
	●
	●
	●
	●

	
	弓形虫（Toxoplasma）
	●
	●
	●
	●

	
	住白细胞虫（Leucocytozoon）
	●
	○
	●
	○

	
	阿米巴原虫（Ameba）
	●
	○
	○
	○

	
	隐孢子虫（Cryptosporidium）
	●
	●
	○
	○

	
	组织滴虫（Histomonas）
	●
	○
	○
	○

	
	球虫（Coccidia）
	●
	●
	●
	●

	
	毛滴虫（Trichomonas）
	○
	○
	●
	○

	
	疟原虫（Plasmodium）
	○
	○
	○
	●

	无菌级
	任何可检出的生命体
	●
	●
	●
	●

	注： “●”表示必检项，要求阴性；“○”表示需要时检测项目，要求阴性。


实验鱼各等级寄生虫检测项目按照表8的规定执行。
表8　 实验鱼各等级寄生虫检测项目
	动物等级
	寄生虫
	检测要求

	普通级
	微孢子虫（Pseudoloma neurophilia）
	●

	
	卵圆鞭毛虫（Piscinoodinium pillulare）
	●

	
	多子小瓜虫（Ichthyophthirius multifiliis）
	●

	
	头槽绦虫（Bothriocephalidae）
	●

	无特定病原体级
	微孢子虫（Pseudoloma neurophilia）
	●

	
	卵圆鞭毛虫（Piscinoodinium pillulare）
	●

	
	多子小瓜虫（Ichthyophthirius multifiliis）
	●

	
	头槽绦虫（Bothriocephalidae）
	●

	
	斜管虫（Chilodonella）
	●

	
	车轮虫（Trichodina）
	●

	
	杯体虫（Apiosoma）
	●

	
	粘孢子虫（Myxozoan）
	●

	
	指环虫（Dactylogyrus）
	●

	
	绒毛伪毛细线虫（Pseudocapillaria tomentosa）
	●

	
	三代虫（Gyrodactylus）
	●

	
	驼形线虫（Camallanidae）
	●

	
	锚头鳋（Lernaea）
	●

	无菌级
	任何可检出的生命体
	●

	注： “●”表示必检项，要求阴性。


实验树鼩各等级寄生虫检测项目按照表9的规定执行。
表9　 实验树鼩各等级寄生虫检测项目
	动物等级
	寄生虫
	检测要求

	普通级
	体外寄生虫（Ectoparasites）
	●

	
	弓形虫（Toxoplasma）
	●

	无特定病原体级
	体外寄生虫（Ectoparasites）
	●

	
	弓形虫（Toxoplasma）
	●

	
	蠕虫（Helminths）
	●

	
	肉孢子虫 （Sarcocystis tupaia）
	○

	
	鞭毛虫（Flagellates）
	○

	
	溶组织内阿米巴 （Entamoeba spp.）
	○

	
	隐孢子虫 （Cryptosporidium）
	○

	
	毕氏肠微孢子虫（Enterocytozoon bieneusi）
	○

	无菌级
	任何可检出的生命体
	●

	注： “●”表示必检项目，要求阴性；“○”表示需要时检测项目，要求阴性。


6　 检测程序
6.1　 实验小型猪、实验猪、实验牛、实验羊、实验狨猴、实验长爪沙鼠、实验雪貂、实验猫、实验鸡、实验鸭、实验鹅、实验鸽、实验树鼩检测程序

实验小型猪、实验猪、实验牛、实验羊、实验狨猴、实验长爪沙鼠、实验雪貂、实验猫、实验鸡、实验鸭、实验鹅、实验鸽、实验树鼩检测程序按照图1的规定执行。


图1　 实验动物寄生虫检测程序
麻醉应根据不同动物种类、采集部位决定是否需要麻醉。需要麻醉时，应考虑不同种类实验动物的耐受剂量，可采用吸入性麻醉或注射麻醉，麻醉过程中应随时注意实验动物的反应。实施麻醉人员应经过相应培训并具备相应的能力。
釆血方法以及毛发、羽毛或皮屑、肌肉、新鲜粪便的采样方法参照NY/T 541进行。

检测结果存疑，需要进一步确诊时，应结合临床症状和前期检测结果，可采集动物组织或特定样本进行进一步检测。
6.2　 实验鱼检测程序

实验鱼检测程序按照图2的规定执行。实验鱼的麻醉应方便于检查、采用和满足动物福利伦理的要求。









图2 实验鱼寄生虫学检测程序

7　 检测方法
7.1　 实验猪和实验小型猪寄生虫学检测方法按照表10的规定执行。
表10　 实验猪和实验小型猪寄生虫学检测方法
	寄生虫
	检测方法

	体外寄生虫 
	GB/T 18448.1

	旋毛虫 
	GB/T 18642

	弓形虫 
	GB/T 18448.2

	猪囊尾蚴 
	GB/T 18644

	球虫 
	GB/T 18647

	小袋纤毛虫 
	GB/T 18448.10

	贾第虫 
	GB/T 18448.10

	阿米巴原虫 
	GB/T 18448.9

	隐孢子虫 
	NY/T 1949 

	蠕虫 
	GB/T 18448.6


7.2　 实验牛和实验羊寄生虫学检测方法按照表11的规定执行。
表11　 实验牛和实验羊寄生虫学检测方法
	寄生虫
	检测方法


	体外寄生虫 
	GB/T 18448.1

	棘球蚴 
	NY/T 1466

	弓形虫 
	GB/T 18448.2

	隐孢子虫 
	NY/T 1949

	球虫 
	GB/T 18647

	梨形虫
	SN/T 3485

	新孢子虫 
	SN/T 3499

	贾第虫 
	GB/T 18448.10 

	锥虫 
	GB/T 23239

	蠕虫 
	GB/T 18448.6


7.3　 实验狨猴寄生虫学检测方法按照表12的规定执行。
表12　 实验狨猴寄生虫学检测方法
	寄生虫
	检测方法

	体外寄生虫 
	GB/T 18448.1 

	弓形虫 
	GB/T 18448.2

	疟原虫 
	GB/T 18448.7

	蠕虫 
	GB/T 18448.6

	鞭毛虫 
	GB/T 18448.10

	球虫 
	GB/T 18647

	溶组织内阿米巴
	GB/T 18448.9


7.4　 实验长爪沙鼠寄生虫学检测方法按照表13的规定执行。
表13　 实验长爪沙鼠寄生虫学检测方法
	寄生虫
	检测方法

	体外寄生虫 
	GB/T 18448.1  

	弓形虫
	GB/T 18448.2

	兔脑原虫
	GB/T 18448.3

	蠕虫 
	GB/T 18448.6

	鞭毛虫和纤毛虫 
	GB/T 18448.10

	卡氏肺孢子虫
	GB/T 18448.4


7.5　 实验雪貂寄生虫学检测方法按照表14的规定执行。
表14　 实验雪貂寄生虫学检测方法
	寄生虫
	检测方法

	体外寄生虫
	GB/T 18448.1

	弓形虫
	GB/T 18448.2 

	蠕虫
	GB/T 18448.6

	鞭毛虫
	GB/T 18448.10

	球虫
	GB/T 18647


7.6　 实验猫寄生虫学检测方法按照表15的规定执行。
表15　 实验猫寄生虫学检测方法
	寄生虫
	检测方法

	体外寄生虫
	GB/T 18448.1 

	华支睾吸虫
	SN/T 2975

	弓形虫
	GB/T 18448.2

	鞭毛虫和纤毛虫
	GB/T 18448.10

	蠕虫
	GB/T 18448.6

	兔脑原虫
	GB/T 18448.3

	球虫
	GB/T 18647


7.7　 实验鸡、实验鸭、实验鹅和实验鸽寄生虫检测方法按照表16的规定执行。
表16　 实验鸡、实验鸭、实验鹅和实验鸽寄生虫检测方法
	寄生虫
	检测方法

	体外寄生虫
	GB/T 18448.1

	弓形虫
	GB/T 18448.2

	球虫
	GB/T 18647

	阿米巴原虫
	GB/T 18448.9

	蠕虫
	GB/T 18448.6

	隐孢子虫
	NY/T 1949

	住白细胞虫
	SN/T 1225

	组织滴虫
	附录A

	毛滴虫
	附录B

	疟原虫
	附录C


7.8　 实验鱼寄生虫学检测按照附录D的规定执行。
7.9　 实验树鼩寄生虫检测方法按照表17的规定执行。
表17　 实验树鼩寄生虫学检测方法
	寄生虫
	检测方法

	体外寄生虫
	GB/T 18448.1

	弓形虫
	GB/T 18448.2

	蠕虫
	GB/T 18448.6

	肉孢子虫 
	附录E

	鞭毛虫
	GB/T 18448.10

	溶组织内阿米巴
	GB/T 18448.9

	隐孢子虫
	GB/T 35942

	毕氏肠微孢子虫
	附录F


8　 检测规则
8.1　 检测频率
每3个月应至少检测1次。
8.2　 抽样
抽样要求
按寄生虫和微生物采样要求联合抽样。抽样月龄符合表18的要求。
表18　 实验动物抽样月龄
	动物种类
	抽样月龄

	 实验小型猪
	 ≥6 

	 实验猪
	 ≥2

	 实验牛
	 ≥6

	 实验羊
	 ≥2

	 实验狨猴
	 ≥6

	 实验长爪沙鼠
	 ≥2

	 实验猫
	 ≥6

	 实验雪貂
	 ≥6

	 实验鸡
	 ≥1

	 实验鸭
	 ≥1

	 实验鹅
	 ≥1

	 实验鸽
	 ≥1

	 实验鱼
	 应选择3月龄以上的成鱼，必要时同时取饲养环境水样用于检测；
 应在不同的水环境内随机抽样。

	 实验树鼩
	 ≥7


抽样方法
抽样方法按照NY/T 541的规定执行。
抽样数量
实验鱼抽样数量：同一水环境实验鱼数量少于100尾，则抽样5尾；大于等于100尾，则按5%比例抽取，最大抽样量为30尾。其他动物抽样数量符合表19的要求。
表19　 实验动物抽样数量
	群体大小（只/头/羽）
	抽样数量（只/头/羽）

	＜100
	≥5

	100～500
	≥10

	＞500
	≥15


8.3　 送检要求
样品和送检单一同送达具备检测能力的实验室，送检单应写明检品名称、品系、等级、数量及检测项目等内容。
9　 结果判定
9.1　 抗体检测
血清样品经间接血凝实验（Indirect Hemagglutination Assay，IHA）、酶联免疫吸附测定（Enzyme-Linked Immunosorbent Assay，ELISA）或间接免疫荧光（Indirect Fluorescence Assay，IFA）检测，血清抗体阴性判为合格。
9.2　 虫体和虫卵检查

经检测，未检出虫体、虫卵，判为合格。
9.3　 病原体核酸 聚合酶链式反应（Polymerase Chain Reaction, PCR）检测
经检测，未见阳性结果判为合格。
10　 结论与报告
10.1　 结论
按照检测规则，检测指标均合格，依据表1～表9，判为符合相应等级的实验动物。
按照检测规则，若检测指标有1项（含）以上不合格，依据表1～表9，判为不符合相应等级的实验动物。
10.2　 报告
根据检测结果出具检测报告。
附　录　A 
（规范性）
实验鸡的组织滴虫检测
A.1　 仪器设备和材料
显微镜，PCR仪，凝胶电泳仪，凝胶成像仪，测序仪，载玻片，盖玻片，生理盐水，15%的甲醛固定液，乙醇，二甲苯，苏木素，盐酸，伊红，中性树脂，石蜡，姬姆萨染液，动物组织基因组提取试剂盒，DNA聚合酶，dNTP，聚合酶缓冲液，琼脂糖等。
A.2　 检查步骤
A. 2.1 外观检查
从精神状态、行为、被毛和天然孔分泌物对实验鸡进行外观检查。

A. 2.2 剖检和病理检查
剖检实验鸡，进行病理学大体观察。观察肝脏是否肿大，表面是否有黄褐色坏死灶；观察盲肠是否肿胀，肠腔内是否有干酪样物。
A. 2.3 虫体检查
宜采用以下三种方法：
——取剖检的实验鸡盲肠，除去内容物后取盲肠粘膜表面的刮取物于载玻片上，滴加40℃的生理盐水稀释，显微镜下观察是否有活动的组织滴虫虫体存在。
——取剖检的实验鸡的肝组织涂片进行姬氏染色，显微镜下观察是否有组织滴虫虫体存在。
——取剖检的实验鸡的肝脏和盲肠组织制作组织切片并进行H.E.染色，显微镜下观察是否有组织滴虫虫体存在。
A．2.4 核酸检测
取剖检的实验鸡肝脏或盲肠组织样品，提取基因组DNA，用针对火鸡组织滴虫18S

rRNA基因序列（GenBank: HG008098.1）的特异性引物对（5'- GGCGAAAGCATCTATCAAGTGG -3'; 5'- CTCGTCGGCATAGTTTAAGGTAGG-3’）进行PCR检测，扩增产物进行凝胶电泳并测序分析。
A.3　 检测结果
若有火鸡组织滴虫感染，典型病理变化为肝脏肿大，呈深紫褐色，表面有大小不一的黄褐色坏死灶，坏死灶中央稍有下陷，有的坏死灶周围有出血带；盲肠外观明显肿大，触之坚硬，呈香肠状，粗细不均，肠腔内有干酪样物充塞，可怀疑为阳性，需通过下列任意一种方法验证：
——若有火鸡组织滴虫感染，盲肠粘膜刮取物或肝脏抹片在显微镜油镜下可见单个或成簇分布的虫体，大小为6 μm～20 μm。或组织切片中发现虫体，呈不规则圆形或椭圆形，胞质中有囊泡状核。虫体呈圆形，淡玫瑰色，有细胞质和细胞核，判为阳性。反之则为阴性。
——若有火鸡组织滴虫感染，PCR扩增获得的片段大小为106 bp，所测得的DNA序列应为火鸡组织滴虫的18S rRNA基因序列，判为阳性。反之则为阴性。
附　录　B 
（规范性）
实验鹅的毛滴虫检测
B.1　 仪器设备和材料
生物显微镜，生理盐水，载玻片，盖玻片。
B.2　 检测步骤
用生理盐水浸湿的棉签刮取实验鹅口腔或嗉囔粘液，置于载玻片上制成压片，在400倍光学显微镜暗视野观察。
B.3　 检测结果
在镜下看到有呈圆形或梨状可活动的虫体，前端有4根比虫体长2～3倍的鞭毛，且有活动性，结果为阳性；反之为阴性。
附　录　C 
（规范性）
实验鸽的疟原虫检测
C.1　 仪器设备和材料 
生物显微镜，载玻片，盖玻片，甲醇，姬氏染液。 
C.2　 检测步骤
厚、薄血膜的涂制
取4 μL～5 μL鸽血，使血滴与平置的载玻片接触，再由里向外一个方向旋转，转2～4圈，涂成直径0.8 cm～1 cm大小圆形厚血膜。在同一玻片的另一区域，取约1 μL～1.5 μL的血量，使血滴与平置的载玻片接触，并形成25°～35°夹角，待血液向两侧扩展约2 cm～2.5 cm宽时，均匀而迅速地从右向左推成舌状薄血膜。

血膜涂片的染色和观察
    用甲醇固定血膜，然后用姬氏染液染色30 min,随后水洗2 min～3 min。干燥后的染色涂片在显微镜下观察。

C.3　 检测结果
在镜下看到占据红细胞的细胞核以外空间的虫体，后者依据其发育阶段不同呈现不同的大小和形态，结果为阳性；反之为阴性。
附　录　D 
（规范性）
实验鱼的寄生虫检测
D.1　 体表寄生虫的检查 
肉眼检查
D.1.1.1　 将待检鱼麻醉后放在解剖盘上，肉眼检查鳞片和鳍条上有无白色包囊和寄生虫存在。

D.1.1.2　 体表检查之后，将鳃盖掀起，注意鳃的色泽，粘液的多少，有无白点，鳃有无肿大，鳃丝末端是否肿大发白及是否有异物存在等变化。
显微镜检查
鳞片和鳍条：采用水浸片法，即用解剖刀或镊子刮取鳞片和鳍条上的粘液，放于载玻片上， 加一滴清水或生理盐水，用镊子将组织分散，加上盖玻片，在体视显微镜下观察。

鳃：先用剪刀将左右两边的鳃完整地取出，放在培养皿里。在每边鳃的第一片鳃片接近两端的位置用小剪刀取一小块鳃丝，放在载玻片上，加上少量清水，盖上盖玻片，在显微镜下检查。然后将鳃小片逐片剪开，在体视显微镜下用两根解剖针，把鳃丝逐条分开，仔细检查，或用镊子将每片鳃片的鳃上所有内含物完全刮下，放在培养皿里，用清水稀释、搅匀后，在解剖镜下进行检查。

检查单殖吸虫时，可用清水洗涤数次，倒弃上清液后在解剖镜下检查。

D.2　 体内寄生虫的检查
根据部位和组织采用不同的方法检查体内寄生虫。
眼球:采用水浸法，即将鱼体的眼球取下，放在盛有生理盐水的培养皿中，待寄生虫游离出来后，在体视显微镜下观察。

体腔、脏器、生殖腺和鳔:首先采用肉眼观察，看组织表面有没有肉眼可见的白色包囊和寄生虫；然后将体腔用生理盐水冲洗，并盛在培养皿中，其他组织用生理盐水浸泡在培养皿中，待寄生虫游离出来后，在体视显微镜下观察。
肠道:先用肉眼检查，看肠外壁有无白点，这些白点通常是微孢子虫或粘孢子虫的孢囊。肠道内的寄生虫检测采用压片法，先把肠外壁上的脂肪组织尽量除干净，否则脂肪会混进肠的内含物，妨碍观察。除净脂肪组织后，将肠管剪开，如果内含物不多，用解剖刀将内含物和肠壁上的粘液都刮下来，用两片玻片压成薄片，在解剖镜下直接检查寄生蠕虫；如果肠内含物较多，则应将肠的内含物先取下来，放在培养皿里，用生理盐水冲洗搅匀，在显微镜下检查寄生虫。

D.3　 检测结果
观察发现有寄生虫者，结果为阳性；反之为阴性。

附　录　E 
（规范性）
实验树鼩肉孢子虫检测
（来源于中国实验动物学会团体标准T/CALAS 9-2017 《实验动物 树鼩寄生虫学等级及监测》）

E.1　 仪器设备和材料
生物显微镜，载玻片，盖玻片，手术剪，麻醉剂。
E.2　 检测步骤

动物麻醉处死后取前腿肌、后腿肌、腹肌、背部肌、舌肌、膈肌以及脑和神经组织，使用载玻片进行压片处理，ME检测肉孢子虫虫体。
E.3　 检测结果
在检测的各等级动物中，经ME检查，见到虫体，结果判为阳性；未见到虫体，结果判为阴性。

附　录　F 
（规范性）
实验树鼩毕氏肠微孢子虫检测（巢式PCR）
F.1　 粪便样品处理 
采集树鼩新鲜粪便样品，放入含有2.5%重铬酸钾溶液的15 mL无菌离心管内，4℃保存备用。并做好样品信息记录。 
F.2　 待测样本DNA的提取
首先使用灭菌水洗涤2次（12 000 r/min, 5min）浸泡在重铬酸钾中的粪便样品，以去除粪便中的重铬酸钾。取250 μL混悬样品，置于2 mL的离心管中。用粪便DNA提取试剂盒提取上述样本DNA，操作方法按说明书进行。
F.3　 对照设立
从样品处理开始应设置阳性对照、阴性对照。
阳性对照：取已知阳性的同类样品作为阳性对照，也可将适量灭活病原体或质粒添加到已知阴性样品中作为阳性对照样品。
阴性对照：取已知阴性的同类样品或者无菌ddH2O作为阴性对照。
空白对照：在扩增反应阶段设置。以灭菌的ddH2O为模板设置空白对照。
F.4　 PCR反应引物（表1）
表1 引物序列信息及浓度
	基因位点
	引物名称
	引物序列
	片段大小/bp
	使用浓度

nmol/μL

	ITS
	NEBF1
	5′-GGTCATAGGGATGAAGAG-3′
	392
	10

	19. 
	NEBR1
	5′-GAGCGCGAAAGAACTCGAA-3′ 
	20. 
	21. 

	22. 
	NEBF2
	5′-GCTCTGAATATCTATGGCT-3′
	23. 
	24. 

	25. 
	NEBR2
	5′-CACTTGGATCCGTCGGCGAT-3′
	26. 
	27. 


F.5　 PCR扩增
第一轮扩增体系与条件
第一轮扩增体系见表2。 

表2 第一轮PCR反应体系（25μL）

	成分
	用量（μL）

	ddH2O
	15.375

	10×buffer（Mg2＋free）
	2.5

	dNTP（2.5 mmol/L ）
	2

	MgCl2 （25 mmol/L）
	2

	Ex-Taq （5 U/L）
	0.125

	NEBF1
	1

	NEBR1
	1

	模板DNA
	1


PCR扩增条件为：94 ℃预变性5 min；94 ℃变性45 s，55 ℃退火45 s， 72 ℃延伸1 min，35个循环；72 ℃再延伸10 min；4 ℃保存。
第二轮扩增体系与条件
第二轮扩增体系见表3。 

表3 第二轮PCR反应体系（25μL）

	成分
	用量（μL）

	ddH2O
	15.375

	10×buffer（Mg2＋free）
	2.5

	dNTP（2.5 mmol/L ）
	2

	MgCl2 （25 mmol/L）
	2

	Ex-Taq（5 U/L）
	0.125

	NEBF2
	1

	NEBR2
	1

	模板DNA（第一轮PCR产物）
	1


PCR扩增条件为：94 ℃预变性5 min；94 ℃变性45 s，55 ℃退火45 s， 72 ℃延伸1 min，35个循环；72 ℃再延伸10 min；4 ℃保存。
F.6　 电泳
制备2%琼脂糖凝胶板。取5 μL第二轮 PCR产物，与1 μL 6x Loading Buffer混合，加入琼脂糖凝胶板的加样孔中，加入标准分子量DL1000 DNA marker，在5 V/cm电压条件下电泳30 min。
F.7　 结果判定
阳性对照出现392 bp的目的片段，阴性和空白对照无目的条带，实验成立；待检样品出现392 bp目的片段时，判定毕氏肠道微孢子虫阳性，未出现392 bp目的片段时，样品判定毕氏肠道微孢子虫阴性。必要时，取PCR产物进行测序并分析，目标DNA序列如下：

GCTCTGAATATCTATGGCTAGATAAAGTACAAGTCGTAACAAGGTTTCAGTTGGAGAACCAGCTGAAGGATCATTTTCAGTTTTTGGTGTGTGGGTATCGGAATGCATGGCAGGTGATGTGTGTGTGTATGGGGGATGCCGAGGGGACCAGCGGTGTGGTGGTGTGTGTAGGCGTGAGAGTGTATCTGTAAGTGTGAGGGATGTGGATGCAGCAAGTTAGAGGTGGTTCCATGTGGAATAGTGGGATTGGTGCGTGATGGTTGGATGGGGGAATGATGTGTGTATGGGTGAGGAAAATCGGAGGTTGCGGTGCGAGCGGCAGTAGGGTGCCATCAAGAGGTGTATTTGGAAATATCCCTAATACAGGATCACTTGGATCCGTCGGCGAT
注：下划线部分为第二轮PCR引物序列。 
参 考 文 献

[1]  GB 14925—2023 实验动物 环境及设施

[2]  T/CALAS 9-2017 实验动物  树鼩寄生虫学等级及监测

[3]  DB 22/T 2629  猪肠道微孢子虫检测 聚合酶链式反应（PCR）法

[4]  曹富琼,张庆宇,邹扬,马玉华,吕龙宝,李涛善,陈红,梁霞霞,杨建发,朱兴全,邹丰才.云南省树鼩隐孢子虫和毕氏肠微孢子虫分子流行病学调查研究[J]中国兽医科学,2021,51(02):202-210

_________________________________
编号





外观检查





麻醉








毛发、羽毛或皮屑





检测





结果判定





判定结论





血液





肌肉、新鲜粪便





编号





外观检查





麻醉





体表寄生虫检查和取材





剖检及体内寄生虫检查和取材





解剖镜和显微镜检查





结果判定





判定结论








II


