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DB 6109/T
前     言

本标准按照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》和DB61T1214-2020FDIS《地方标准制定规范》的规定起草。
本标准由镇坪县农业农村和水利局提出。

本标准由安康市农业农村局归口。
本标准起草单位：镇坪县畜牧兽医中心；
西北农林科技大学。
本标准主要起草人：任远明、贾存灵、陈勇、郭金彩、米登菊、周鹏来、梁小军、姚方富、刘松、杨红玲、王文凯、王丹、周玚、敖显配、杨少鹏。
联系信息如下：

单位：镇坪县畜牧兽医中心

电话：0915-8812985

地址：陕西省安康市镇坪县城关镇上新街佳华大厦3楼

邮编：725699
DB 6109/ T
镇坪乌鸡养殖技术规程 第6部分：白血病净化

1 范围 

本标准规定了镇坪乌鸡种鸡场禽白血病净化检测程序、净化周期与终止和净化状态维持等阶段的技术要求。
本标准适用于有禽白血病净化需求的镇坪乌鸡种鸡场，其他类型鸡群也可参照执行。所列禽白血病净化状态维持技术适用于已实现禽白血病净化的鸡群。 
2 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，仅所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 26436 禽白血病诊断技术
GB/T 36873 原种鸡群禽白血病净化技术检测规程
NY/T 680  禽白血病病毒p27抗原酶联免疫吸附试验方法
中国兽药典（2020年版）
3 净化检测程序
3.1 净化检测 

镇坪乌鸡种鸡场白血病检测方法参考“GB/T 36873 原种鸡群禽白血病净化技术检测规程”进行。
3.2 雏鸡胎粪检测与淘汰
3.2.1 雏鸡 将每只母鸡的种蛋作好标记，置于经清洗和消毒的孵化器中孵化，孵化至18 d，转移至经清洗消毒的出雏器中出雏，每只母鸡的胚蛋置于相互隔离的小盒中出雏，并作好标记。
3.2.2 采样 出壳后将雏鸡胎粪挤压于灭菌的2 mL 离心管中，离心管中预先加入0.6 mL 样品稀释液（商品化试剂盒中专用稀释液），充分震荡混匀。对每只雏鸡采集完胎粪后，要更换一次性手套或对双手酒精消毒，然后再采集下一只雏鸡的胎粪。
3.2.2 检测 将雏鸡胎粪样品置入液氮中快速冷冻后取出，放入25 ℃～37 ℃水浴中融化，反复冻融三次，离心，取上清液用于检测胎粪中禽白血病病毒p27 抗原。按照NY/T 680 的规定或采用等效的商品化酶联免疫吸附试验（ELISA）试剂盒进行，也可采用针对禽白血病病毒p27 抗原的单克隆抗体建立的胶体金试纸条等快速检测方法。
3.2.3 淘汰 检测到禽白血病抗原阳性的雏鸡，将其同一母鸡的雏鸡一起淘汰，如同一公鸡有2只或以上母鸡的后代禽白血病抗原阳性雏鸡，则该公鸡及与其配种的所有母鸡的后代一同淘汰，经上述淘汰后留下的阴性雏鸡则维持小群隔离饲养。
3.3 育成期的检测与淘汰
3.3.1 检测 对每只鸡分别无菌采集血清0.5 mL，用PCR-HRM 方法检测外源性禽白血病病毒，或者对每只鸡分别无菌采集静脉血1mL，加入肝素钠抗凝，按照GB/T 26436 规定方法，12 h内用血浆分别接种DF-1细胞，培养7d～9d 后取细胞培养上清，按照NY/T680方法检测禽白血病病毒p27抗原。
3.3.2 淘汰 任何一只鸡只要有一个样品用任何一种方法检测为阳性立即淘汰，不再作为留种选育个体。对检测为阴性的鸡，转移至另一经清洗消毒的鸡舍继续维持小群隔离饲养。
3.4 开产初期的检测与淘汰
3.4.1 种母鸡检测 对每只母鸡分别取其初产蛋2～3个，每个分别采集稀蛋清约1 mL，经反复冻融三次，按照NY/T 680 规定方法逐个检测禽白血病病毒p27 抗原。或者对每只母鸡分别无菌采集血清0.5 mL，用PCR-HRM方法检测外源性禽白血病病毒，或者对每只母鸡分别无菌采集静脉血1 mL，加入肝素钠抗凝，按照GB/T 26436 规定方法，12 h 内用血浆分别接种DF-1 细胞，培养7d～9d 后取细胞培养上清，按照NY/T 680 规定方法检测禽白血病病毒p27抗原。
3.4.2 种公鸡检测 无菌采集每只公鸡血清0.5 mL 或精液，用PCR-HRM 方法检测外源性禽白血病病毒，或者对每只公鸡分别无菌采集抗凝血或精液接种DF-1细胞，按照GB/T 26436 规定方法进行禽白血病病毒分离鉴定。
3.4.3 净化 检测后的淘汰和留种方法同3.2.2。
3.5 留种前的检测与淘汰
分别取每只母鸡所产种蛋1个采集蛋清，或血清、静脉血，检测方法同3.3.1，淘汰阳性鸡。公鸡的采样和检测方法同3.3.2，淘汰阳性鸡。然后组建家系，收集种蛋入孵。
3.6 种蛋的选留和孵化
3.6.1 种蛋选留 经3.1～3.4 检测后为阴性的鸡方可留作种用，每只母鸡只与一只公鸡的精液进行人工授精。收集的种蛋应及时消毒并作好标记，标记应标示与配公鸡号及母鸡号。
3.6.2 种蛋孵化  参考《镇坪乌鸡种蛋孵化技术规程》进行种蛋孵化。
4 净化周期与终止
4.1 净化周期确定
净化时可根据种鸡所处育种时期，对照本文件3.1～3.4 的任何一个环节启动净化程序。不同种鸡场可根据其技术条件分别选择本文件3.1～3.4 的任何一个环节进行检测。经一个净化周期检测阴性鸡群的后代作为净化后下一个世代鸡，继续按照本文件3.1～3.4 规定的程序实施下一世代的检测和净化。
4.2 净化效果评估
净化效果评估应按照国家农业行业行政主管部门制定的禽白血病净化评估程序和《动物疫病净化示范场评估标准（试行）》（2021版）的要求进行。
4.3 达到净化鸡群的检测比例调整
对按照4.2评估达到净化标准的原种场无需再按照本文件3.1～3.4要求进行普遍性检测，可按照4.2或不低于10%的比例进行抽样监测。检测结果不符合《动物疫病净化示范场评估标准（试行）》（2021版）的要求，则按照本文件3.1～3.4的要求重新进入检测净化程序。
5 已净化鸡群的净化状态维持措施
5.1 禽白血病净化维持监测
种鸡群在饲养过程中应进行禽白血病定期监测，以了解鸡群禽白血病病毒的感染状态。可在种鸡30周龄左右，采集200份左右血清样品，用PCR-HRM方法检测外源性禽白血病病毒或用ELISA方法检测禽白血病病毒抗体。同时，采集种蛋用ELISA方法检测蛋清中的禽白血病p27抗原。如果血清禽白血病抗原阳性、抗体阳性率或蛋清p27抗原阳性率超过1%时，应对鸡群全群分别采集抗凝血按照GB/T 26436 规定方法检测。
5.2 种鸡场生物安全措施
镇坪乌鸡种鸡场建设要求、生物安全措施和饲养管理等参考《镇坪乌鸡种鸡饲养技术规程》执行。
5.3 疫苗的管理和使用
净化鸡群使用各种弱毒疫苗，应是经过《中国兽药典》规定程序检测合格的疫苗，必要时可对疫苗进行抽样检测。
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