	ICS  
	[bookmark: ICS]65.020.30 

	CCS  
	[bookmark: CSDN]B 44


	[bookmark: _Hlk26473981][bookmark: c1][image: ] 44


[bookmark: c2]广东省地方标准
[bookmark: 文字1][bookmark: NSTD_CODE_F][bookmark: NSTD_CODE_B]DB 44/T XXXX—XXXX
[bookmark: OSTD_CODE]     


[bookmark: CSTD_NAME]陆生野生动物样品采集和保存技术规范

[bookmark: ESTD_NAME]Specification for collection and preservation of terrestrial wildlife samples


[bookmark: 下拉1]
[bookmark: CMPLSH_DATE]（本草案完成时间：2024年5月14日）
[bookmark: 下拉2]
[bookmark: PLSH_DATE_Y][bookmark: PLSH_DATE_M][bookmark: PLSH_DATE_D]XXXX - XX - XX发布
[bookmark: CROT_DATE_Y][bookmark: CROT_DATE_M][bookmark: CROT_DATE_D]XXXX - XX - XX实施
[bookmark: fm]广东省市场监督管理局  发布


Q/LB.□XXXXX-XXXX


2

[bookmark: BookMark1]目次
前言	II
1  范围	1
2  规范性引用文件	1
3  术语和定义	1
4  总则	1
4.1  安全性	1
4.2  有效性	2
4.3  保障动物福利	2
5  样品采集和保存需考虑的因素	2
5.1  通用要求	2
5.2  操作程序构成	3
5.3  操作步骤	3
6  不同类型样品的采集和保存	3
6.1  粪便样品	3
6.2  拭子样品	4
6.3  血液样品	4
6.4  尿液样品	5
6.5  皮肤及附属样品	5
6.6  胃液样品	5
6.7  脓液样品	6
6.8  精液样品	6
6.9  组织样品	6
附录A（资料性）  器材与试剂	8
附录B（资料性）  样品采集信息表	10
参考文献	12
DB 44/T XXXX—XXXX
DB 44/T XXXX—XXXX

1
[bookmark: _Toc166571186][bookmark: BookMark2]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。
本文件由广东省林业局提出并组织实施。
本文件由广东省林业标准化技术委员会（GD/TC 146）归口。
本文件起草单位：广东省野生动物监测救护中心、广州动物园。
本文件主要起草人：侯方晖、周妞、单芬、杨光大、王晨、梅隐、肖嘉杰、张学东、吴亚江、吕梦娜、王鹤。

[bookmark: BookMark4]

陆生野生动物样品采集和保存技术规范
[bookmark: _Toc17233333][bookmark: _Toc26986771][bookmark: _Toc26718930][bookmark: _Toc26986530][bookmark: _Toc166571187][bookmark: _Toc24884218][bookmark: _Toc97191423][bookmark: _Toc26648465][bookmark: _Toc17233325][bookmark: _Toc24884211]范围
[bookmark: _Toc24884212][bookmark: _Toc26648466][bookmark: _Toc17233334][bookmark: _Toc24884219][bookmark: _Toc17233326]本文件提供了陆生野生动物样品采集和保存的总则、样品采集和保存需考虑的因素、不同类型样品的采集和保存等方面的指引。
本文件适用于广东省野外生长以及野生动物饲养机构圈养的哺乳类、鸟类、爬行类和两栖类动物等陆生动物样品采集与保存操作。
[bookmark: _Toc26986531][bookmark: _Toc97191424][bookmark: _Toc166571188][bookmark: _Toc26718931][bookmark: _Toc26986772]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 18218  危险化学品重大危险源辨识
GB 19489  实验室生物安全通用要求
GB 19781  医学实验室安全要求
GB/T 36195  畜禽粪便无害化处理技术规范
LY/T 2359  陆生野生动物疫源疫病监测技术规范 
NY/T 541  动物疫病实验室检验采样方法
NY/T 561  动物炭疽诊断技术
SN/T 3592  实验室化学药品和样品废弃物处理的标准指南
WS/T 225  临床化学检验血液标本的收集与处理
[bookmark: _Toc166571189][bookmark: _Toc97191425]术语和定义
下列术语和定义适用于本文件。

陆生野生动物　　terrestrial wildlife
指依靠陆地、水面进行生存、繁衍的野生动物，包括哺乳类、鸟类、爬行类、大部分两栖类和部分无脊椎动物。本文件特指哺乳类、鸟类、爬行类和两栖类动物。
3.2
样品 sample
指开展陆生野生动物临床检测、疫病监测、异常死亡原因分析、资源库建立、资源利用、物种分类学鉴定等而采集的与陆生野生动物相关的生物材料或环境材料。
[bookmark: _Toc60065549][bookmark: _Toc61428926][bookmark: _Toc469004294][bookmark: _Toc64879561][bookmark: _Toc166571190][bookmark: _Toc60065506][bookmark: _Toc61429578][bookmark: _Toc64880073][bookmark: _Toc157007764][bookmark: _Toc61429725][bookmark: _Toc64879987][bookmark: _Toc166516601][bookmark: _Toc56610936]总则
[bookmark: _Toc56610937][bookmark: _Toc469004295][bookmark: _Toc166516602][bookmark: _Toc157007765][bookmark: _Toc61429579][bookmark: _Toc64879988][bookmark: _Toc61428927][bookmark: _Toc166571191][bookmark: _Toc64880074][bookmark: _Toc64879562][bookmark: _Toc60065507][bookmark: _Toc61429726][bookmark: _Toc60065550]安全性
[bookmark: _Toc157007766][bookmark: _Toc61428928][bookmark: _Toc469004296][bookmark: _Toc61429580][bookmark: _Toc56610938][bookmark: _Toc60065508]人员要求
操作人员具有动物分类学、解剖生物学、兽医学等方面的专业技术知识，熟练掌握采样程序和操作技术方法。
每次采样工作不宜少于两人。
操作人员能熟悉所用器材、耗材和试剂的特性和使用。
对活体野生动物，宜实施必要的物理或化学保定措施，以保障操作人员安全。
操作人员宜通过防火、防毒、防爆及其他应急措施培训等，确保在出现意外时能够立即采取有效措施。
[bookmark: _Toc157007767]生物安全
以陆生野生动物为来源的生物样品，在样品采集、处置及保存过程前，应了解、掌握采样区域内动物的种类数量、活动规律、生活习性及保定方法。
采样人员应判定野生动物健康状况，如有传染、扩散风险，按照要求穿戴必须的个人卫生安全防护装备（如戴防护服、手套、护目镜等个人防护装备），做好应急措施。
做好生物安全防控措施，与样品直接接触的器械、容器、个人防护用品等均要无害化处理，以避免对人员及环境的污染和疫病的传播。
[bookmark: _Toc61429581][bookmark: _Toc157007768][bookmark: _Toc61428929][bookmark: _Toc469004297][bookmark: _Toc60065509][bookmark: _Toc56610939]化学品安全防护
对于易燃、易爆、有毒或腐蚀性的试剂，操作人员按照GB 18218的要求辨识危险化学品，遵守化学品安全使用要求和实验操作规程是至关重要的。
[bookmark: _Toc469004298][bookmark: _Toc166571192][bookmark: _Toc60065510][bookmark: _Toc61429727][bookmark: _Toc61428930][bookmark: _Toc60065551][bookmark: _Toc64879563][bookmark: _Toc166516603][bookmark: _Toc61429582][bookmark: _Toc56610940][bookmark: _Toc64879989][bookmark: _Toc64880075][bookmark: _Toc157007769]有效性
确保采集的样品能反映动物真实的生理或病理状态，能满足正常生理状况或疾病的预测、预防、诊断、利用、研究和保存需求，了解野生动物生理或疫病的发生和变化规律，为提高动物福利提供具体研究对象。样品有明确的信息，采集过程操作符合规范。
[bookmark: _Toc64879564][bookmark: _Toc64880076][bookmark: _Toc61428931][bookmark: _Toc157007770][bookmark: _Toc61429728][bookmark: _Toc166571193][bookmark: _Toc166516604][bookmark: _Toc61429583][bookmark: _Toc64879990][bookmark: _Toc60065552][bookmark: _Toc56610941][bookmark: _Toc60065511][bookmark: _Toc469004299]保障动物福利
动物样品采集的目的是解决野生动物实际存在的问题或满足科学研究需求。采样方式宜避免或减轻对野生动物的刺激和损伤，不违反动物伦理。
[bookmark: _Toc61429732][bookmark: _Toc60065556][bookmark: _Toc469004307][bookmark: _Toc64880077][bookmark: _Toc64879565][bookmark: _Toc60065519][bookmark: _Toc64879991][bookmark: _Toc61429591][bookmark: _Toc61428939][bookmark: _Toc166571194][bookmark: _Toc166516605][bookmark: _Toc157007771][bookmark: _Toc47164535][bookmark: _Toc56610948]样品采集和保存需考虑的因素
[bookmark: _Toc157007772][bookmark: _Toc166571195][bookmark: _Toc166516606][bookmark: _Toc64880078][bookmark: _Toc64879566][bookmark: _Toc64879992]通用要求
[bookmark: _Toc157007773]尽量在洁净无污染的环境下采集样品。
[bookmark: _Toc157007774]直接接触样品的采样器材、器械按照NY/T 541的要求对使用器材、器械进行消毒，保证无菌；用于核酸提取的样品的器材均需洁净无菌，且无DNA酶、RNA酶污染。
[bookmark: _Toc157007775]样品编号应具有唯一性，在设计样品编号时保持统一性和持续性。可将多种信息用数字化的形式在编号中体现。
[bookmark: _Toc157007776]样品采集时产生的废弃样品及其它废弃物应按照GB 19489、GB 19781、GB/T 36195、SN/T 3592、WS/T 225的有关规定进行无害化处理。重复使用的器材，使用后需消毒灭菌处理。实验室等封闭工作场所需进行消毒灭菌，保持洁净并经常通风换气。
[bookmark: _Toc157007777]死亡动物，除疑似感染烈性传染病外，需在兽医指导下进行采样操作或解剖。如疑似发生炭疽杆菌等烈性传染病，按NY/T 561的规定执行。
[bookmark: _Toc64880079][bookmark: _Toc64879993][bookmark: _Toc166571196][bookmark: _Toc64879567][bookmark: _Toc157007778][bookmark: _Toc166516607]操作程序构成
[bookmark: _Toc64879994][bookmark: _Toc64879568]动物样品采集、保存操作程序分为“采集前准备”、“采集处置及记录”、“运送及保存”三步。其中，采集处置包括除样品采集外的样品制备、分割、提取、分装、接种及科学保存。
[bookmark: _Toc157007779][bookmark: _Toc166516608][bookmark: _Toc166571197][bookmark: _Toc64880080][bookmark: _Toc64879569][bookmark: _Toc64879995]操作步骤
采集前准备
根据采集样品的目的，选择正确的方法、器材及采样部位，并准备适于样品保存的容器、试剂和记号笔等。器材与试剂见附录A。
在现场采样工作开始之前安排好转运工作，根据采样地点的地理位置、各化验和科研检测项目的最长可保存时间选用适当的转运方式，以防延误。
[bookmark: _Toc157007781]采集处置及记录
在样品采集、保存完成之后，取样品标签贴于保存容器外壁，使用防水标记笔记录样品编号，避免脱落。同时填写野生动物样品采集信息表（见B.1）。标签和记录单上的样品编号需保持一致。
样品采集记录单宜至少包括以下内容：样品来源、采集日期及时间、采集地点、样品编号、动物种属、动物个体编号、性别、年龄或生长周期、样品类型、动物体况、保存方式、采样人姓名等。如是圈养野生动物，可增加呼名、医疗史等信息。
样品采集、保存记录满足送检、留存备案等需求。样品信息表宜一式两份，一份随样品转移，另一份存档保存。
[bookmark: _Toc157007782]运送及保存 
样品核对及装箱：将样品与采集记录表、样品标记等记录内容进行核对，核对无误后，宜将样品分类装箱转运；样品箱宜有“请勿倒置”和“易碎物品”等明显标识。对于烈性传染病样品运送时更要特别严格，必须按规定包装，由专人运送。
选择适宜的运输条件和方式，将所采集的样品以最快、最直接的途径送往目的地。
运输到目的地后，根据临床检测或科学研究目的选择样品保存条件。
细菌检测样品在室温保存不宜超过2 h；如不能立即检测，应放入转运培养基或30%甘油缓冲溶液中，于4 ℃保存且不超过24 h。
核酸检测样品48 h内可在RNA或DNA保存液中冷藏运送和保存；48 h以上时宜在置于-80 ℃冰箱或液氮中保存，使用干冰运送。
蛋白检测样品10天内置于-20 ℃条件运送或保存，10天以上置于-80 ℃冰箱或液氮中保存，使用干冰转运。
细胞培养样品无法长期保存，宜在24 h内置于4 ℃低温运送或保存。
[bookmark: _Toc64879570][bookmark: _Toc469004308][bookmark: _Toc61428940][bookmark: _Toc64879996][bookmark: _Toc61429592][bookmark: _Toc60065557][bookmark: _Toc61429733][bookmark: _Toc60065520][bookmark: _Toc64880081][bookmark: _Toc166571198][bookmark: _Toc157007783][bookmark: _Toc166516609][bookmark: _Toc469004310][bookmark: _Toc61428942][bookmark: _Toc61429735][bookmark: _Toc47164536][bookmark: _Toc60065522][bookmark: _Toc61429594][bookmark: _Toc60065559][bookmark: _Toc56610949]不同类型样品的采集和保存
提供常用样品，如血液、组织、粪便、尿液、拭子、皮肤及胃液、精液、脓液等液体样品的采集方法，可满足临床检验、病理检验、细菌检验、细胞培养、核酸（DNA和RNA）以及蛋白质检测为目的的操作。
[bookmark: _Toc166516610][bookmark: _Toc166571199]粪便样品
采集前准备
宜选择种类、个体信息明晰的动物个体，在已完成清洁消毒的环境内，采集动物新鲜无污染的粪便样品。
[bookmark: _Toc61428945][bookmark: _Toc469004313][bookmark: _Toc61429597]采集处置
液状粪便采集水样便或含絮状物的液状粪便，一般采集量2 mL～5 mL；成形粪便至少取5 g，从表面、深处等多点位采集标本；对于动物体型较小或者排粪量少时，宜取全量，不少于2 g。样品放于粪便采集盒或灭菌袋（管）等容器内。
[bookmark: _Toc61428946][bookmark: _Toc61429598]运送及保存
常规临床检验样品宜1 h内运送至实验室进行检测。如延迟运送1 h以上，宜将粪便样品冷藏保存，保存不宜超过24 h。寄生虫检验样品，保存转运时间一般不宜超过24 h。其他目的的样品运送和保存见5.3.3.3。
[bookmark: _Toc469004315][bookmark: _Toc47164545][bookmark: _Toc157007787][bookmark: _Toc61429599][bookmark: _Toc56610951][bookmark: _Toc61428947][bookmark: _Toc47164358][bookmark: _Toc60065524][bookmark: _Toc166571200][bookmark: _Toc166516611] 拭子样品
采集前准备
采集拭子前，可用生理盐水对肛门、生殖道、鼻腔、口腔进行冲洗，避免粪、尿、分泌物、泥土、食物等异物污染；采集生殖道拭子前，如有需要宜用肥皂水及1:1000高锰酸钾水溶液对外阴部和尿道口进行冲洗，再用无菌纱布或无菌干棉球拭干。
[bookmark: _Toc61428949][bookmark: _Toc469004317][bookmark: _Toc61429601]采集处置
选择适合采集部位大小、长度的拭子,从包装尾部打开，不触碰拭子头部，用无菌生理盐水润湿拭子，将拭子插入待采样部位2 cm～3 cm后压在粘膜上旋转2～3圈沾取分泌物，直至拭子完全浸润。打开拭子采集管，将拭子头部完全放入采集管或者浸入采集管的保存液中，剪断或折断拭子，使整个头部和一部分杆部留在拭子采集管中，盖严盖子。
采集肛拭子时，宜去掉过大的粪便（＞0.5 cm）；采集口、咽拭子时，宜避免粘取到黏膜表面杂质或病损表面分泌物，如遇污染，应弃掉污染拭子，取第二根拭子在采样部位用力擦拭。
[bookmark: _Toc61429602][bookmark: _Toc61428950]运送及保存
[bookmark: _Toc60065525][bookmark: _Toc61429603][bookmark: _Toc469004319][bookmark: _Toc61428951][bookmark: _Toc56610952][bookmark: _Toc157007788]临床检测样品采集24 h内可在2 ℃～8 ℃转运及保存。其他目的的样品运送和保存见5.3.3.3。
[bookmark: _Toc166516612][bookmark: _Toc166571201] 血液样品
采集前准备
[bookmark: _Toc46408470][bookmark: _Toc469004321][bookmark: _Toc61429605][bookmark: _Toc61428953]采集前可根据采样动物体型大小、所需血量选择采血部位及相应的采血器材。采血器材的选择与使用建议按照WS/T 224的规定进行。如用于细菌检测，宜在抗生素治疗之前采集血液样品。
采集处置
血液样品采集宜避开炎症、水肿、发绀、给药等部位，使用无菌采血针从适宜部位（如颈静脉、尾静脉、眼窝血管丛、末梢等部位）采集。
消毒采血部位，待动物相对放松后进行穿刺，保持血流畅通，采集后立即注入收集管、抗凝管或血培养瓶，采集过程注意避免污染。在采血部位覆盖纱布或药棉并压迫30 s～60 s至不流血，并观察动物状态。
采血量建议1 mL～2 mL即可；若怀疑有特殊菌感染（如布鲁氏菌）或开展血培养时，宜采集5 mL以上；如已使用抗生素治疗的个体，采血量宜达到10 mL～15 mL。
[bookmark: _Toc61429606][bookmark: _Toc61428954]运送及保存
采血后立即运送样品至实验室进行检测，宜于4 h内完成检测。若保存于4 ℃冰箱，可延长至12 h。需要观察或者检测细胞形态的样品不宜在0 ℃以下存放，避免在冷冻条件下细胞发生破裂。其他目的的样品运送和保存见5.3.3.3。
[bookmark: _Toc157007789][bookmark: _Toc61429607][bookmark: _Toc166516613][bookmark: _Toc61428955][bookmark: _Toc56610953][bookmark: _Toc166571202][bookmark: _Toc469004323][bookmark: _Toc60065526]尿液样品
采集前准备
采集前，应确保未使用影响检测的药物或日粮，并对会阴部进行清洁。
[bookmark: _Toc469004325][bookmark: _Toc61428957][bookmark: _Toc61429609]采集处置
宜用尿液收集杯直接接取中段尿液。如无条件直接接取，宜在清洁消毒后的地面，用无菌吸管吸取新鲜尿液。尿液宜避免混入污染物。
[bookmark: _Toc61428958][bookmark: _Toc61429610]运送及保存
尿液样品宜在采集后2 h内完成检测；如尿液样品不能及时完成检测，宜置于2 ℃～8 ℃条件下保存与转运，且不宜超过6 h。其他目的的样品运送和保存见5.3.3.3。
[bookmark: _Toc157007790][bookmark: _Toc56610954][bookmark: _Toc166571203][bookmark: _Toc61428959][bookmark: _Toc60065527][bookmark: _Toc469004327][bookmark: _Toc61429611][bookmark: _Toc166516614]皮肤及附属样品
采集前准备
采集前宜避免使用抗生素或类固醇类药物，如不可避免宜推迟取样或详细记录用药情况。
[bookmark: _Toc61428961][bookmark: _Toc469004329][bookmark: _Toc61429613]采集处置
皮肤样品：宜根据需求，使用手术刀或手术剪采集正常或病变部位的皮肤。
毛发、羽毛等附属样品：使用剪刀轻轻剪下，宜保持毛发或羽毛的完整性。
真菌或寄生虫等样品：在消毒并暴露皮肤后，用无菌稍钝的刀片，顺着被毛生长方向轻刮，取样完毕后用碘酒处理取样部位。将刮取的物质转移至无菌离心管中保存。
[bookmark: _Toc61428962][bookmark: _Toc61429614]运送及保存
样品及时运送至实验室。用于真菌常规培养的样品于室温下2 h内送至实验室，存储时间不超过24 h。其他目的的样品运送和保存见5.3.3.3。
[bookmark: _Toc469004331][bookmark: _Toc166571204][bookmark: _Toc166516615][bookmark: _Toc60065528][bookmark: _Toc157007791][bookmark: _Toc61429615][bookmark: _Toc47164590][bookmark: _Toc56610955][bookmark: _Toc61428963]胃液样品
采集前准备
胃排空迟缓动物可提前1天～2天进行饲料调整；宜对口、鼻部进行清洁，避免胃液中混入唾液等其他液体污染样品。食道损伤及食管静脉曲张出血后，不宜插管。
[bookmark: _Toc469004333][bookmark: _Toc61428965][bookmark: _Toc61429617]采集处置
用石蜡油润滑消毒后的胃管前段，左手持纱布托住胃管，右手持镊子夹住胃管前段，沿口腔或鼻孔插入胃管，伴随吞咽动作顺势将胃管向前推进，缓慢轻轻地插入，到达胃大弯粘液区，以注射器或负压泵接于胃管外端持续抽吸胃液，抽满后注入容器内，再接管继续抽吸，标记抽吸量。
[bookmark: _Toc61428966][bookmark: _Toc61429618]运送及保存
常规样品4 h内送至实验室检测。其他目的的样品运送和保存见5.3.3.3。
[bookmark: _Toc61428967][bookmark: _Toc166571205][bookmark: _Toc56610956][bookmark: _Toc61429619][bookmark: _Toc47164598][bookmark: _Toc469004335][bookmark: _Toc157007792][bookmark: _Toc60065529][bookmark: _Toc166516616]脓液样品
采集前准备
采集时避免混入杂质或其他组织污染样品。当创面出血时，敷用药物在2 h以内及烧酌后12 h内不宜采集样品。如需培养细菌，一般情况准备营养琼脂培养基和血琼脂平板培养基，如疑似厌氧菌感染，宜准备特定培养基和培养条件以用于接种。
[bookmark: _Toc61428969][bookmark: _Toc469004337][bookmark: _Toc61429621]采集处置
封闭性部位用碘酊和75%的乙醇消毒，宜选用较大针头灭菌注射器无菌抽取未破溃的脓肿深部的脓汁，取样后注入无菌试管中。开放性部位用无菌生理盐水冲洗病灶表面的污物或杂菌，用无菌棉签头部全部沾取样品后，放入灭菌试管。吸管或毛细管经消毒部位插入，吸取内部液体病料后注入灭菌的试管。如为瘘管，可在无菌条件下取组织碎片。切除组织或脏器内的脓，用烫烙法或浸入沸水中5 s～10 s进行灭菌，然后用灭菌刀剪切开，取其中的脓汁及分泌物注入灭菌试管。大面积创伤感染可取感染组织块或沾有脓汁的内层敷料送检。
[bookmark: _Toc61429622][bookmark: _Toc61428970]运送及保存
样品及时运送至实验室。其他目的的样品运送和保存见5.3.3.3。
[bookmark: _Toc166571206][bookmark: _Toc60065530][bookmark: _Toc469004339][bookmark: _Toc166516617][bookmark: _Toc157007793][bookmark: _Toc61428971][bookmark: _Toc61429623][bookmark: _Toc47164606][bookmark: _Toc56610957]精液样品
采集前准备
采精前对动物体表进行清洁，尤其是下腹部及侧腹部的灰尘和污物。用1:1000苯扎溴铵（新洁尔灭）消毒尿道口后用无菌纱布拭干。待阴茎勃起后用洁净的集精杯准备接取精液。为防止精液被包皮积液污染，阴茎龟头端的最高点须高于包皮口。
[bookmark: _Toc61428973][bookmark: _Toc469004341][bookmark: _Toc61429625]采集处置
采用假阴道、人工按摩或电刺激等方法采集精液。对圈养的陆生野生动物可进行采精训练，动物听从指令完成射精，可直接采精。分段射精动物，宜接取富含精子部分的精液。
[bookmark: _Toc61428974][bookmark: _Toc61429626]运送及保存
如需现场操作的精液宜及时分装，其他精液样品宜保存在37 ℃水浴中及时运送至实验室，具体时间由各物种精子体外存活时间而定。其他目的的样品运送和保存见5.3.3.3。
[bookmark: _Toc61428975][bookmark: _Toc56610958][bookmark: _Toc60065531][bookmark: _Toc64879999][bookmark: _Toc64880084][bookmark: _Toc60065560][bookmark: _Toc61429627][bookmark: _Toc166571207][bookmark: _Toc166516618][bookmark: _Toc47164614][bookmark: _Toc469004343][bookmark: _Toc61429736][bookmark: _Toc64879573][bookmark: _Toc157007794]组织样品
[bookmark: _Toc469004344][bookmark: _Toc60065532][bookmark: _Toc157007795][bookmark: _Toc61428976][bookmark: _Toc61429628]一般原则
活体动物宜在使用治疗药物前进行活体组织样品采集。
死亡动物宜尽快采集样品。细菌培养的样品不宜在动物死亡超过24 h采集，其他样品不宜超过6 h。
如无法及时采集，宜将尸体保存于4 ℃，24 h内进行采集。
采集前准备
宜根据检测目的，确定所需要的试剂和耗材。
组织样品采集宜遵循先取洁净部位再取污染部位的原则。
对于发生病变的组织，采样宜尽量覆盖正常组织和病变组织。
采集处置
病理检测的组织样品：使用手术刀或手术剪取组织块。制备快速冰冻处理样品，组织块应与包埋剂完全接触且充分渗透为宜。制备石蜡包埋样品，组织块大小以1.5 cm×1.0 cm×0.5 cm为宜。特殊组织如眼球、睾丸、卵巢、脑垂体、神经节等需要做组织切片时，宜先将组织预固定后再修块，之后进行二次固定。
细菌检测的组织样品：采集宜用酒精灯烧热的刀片轻触脏器表面进行消毒，再用无菌刀片划开，用灭菌后的接种针或环插入脏器深处取样，用直接划线法涂于培养基，置于37 ℃进行培养。如不需立即接种检测，用无菌剪刀取3 cm×3 cm脏器样品，放入无菌袋，置于4 ℃，24 h检测。
细胞培养的组织样品：采集组织块后，宜在无菌条件下进行后续操作。剔除非研究培养所需组织，使用消毒酒精冲洗10 s，再使用生理盐水或磷酸盐缓冲生理盐水中漂洗样品表面，并在无菌器皿中使用无菌镊子和剪刀去除表面组织，分割成1 cm3小块，放入预冷含血清的细胞培养基中，进行原代细胞培养操作或放至4 ℃待用。
核酸和蛋白检测的组织样品：死亡动物用于核酸和蛋白提取的样品的采集应避开表面，宜用组织剪和镊子剪取组织内部，放入冻存管密封，快速放入液氮。每个组织样品宜采集多份，防止反复冻融。
运送及保存
病理组织宜用4%多聚甲醛溶液固定，常温转运，固定后于2 ℃～8 ℃条件下，可保存一周。
电镜检测用样品选择2.5%戊二醛作为固定液，用冰袋冷藏转运。
细菌检测的组织样品宜用30%甘油缓冲溶液用于保存，用冰袋冷藏转运。
其他目的的样品，运送和保存见5.3.3.3。
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器材与试剂
以下给出了部分器材与试剂的规格。
A.1　器材
A.1.1　粪便采集盒/管：容积15 mL、20 mL、40 mL，内附棉签或采集匙。
A.1.2　尿液收集杯：容积20 mL、40 mL、60 mL，螺旋盖。
A.1.3　尿液离心管：容积5 mL、7 mL，螺旋盖，尖底。
A.1.4　集精杯：不锈钢内胆或玻璃内胆保温。
A.1.5　采样杯：容积100 mL、200 mL。
A.1.6　血培养瓶：标准需氧瓶、标准厌氧瓶、树脂需氧瓶、树脂厌氧瓶、儿童树脂瓶、含溶血素厌氧瓶、含溶血素分支杆菌/真菌瓶，在2 ℃～25 ℃环境中贮存。
A.1.7　灭菌袋（管）。
A.1.8　拭子采集管、无菌拭子。
A.1.9　无菌试管、试管架、无菌吸管。
A.1.10　量杯：量程10 mL～200 mL。
A.1.11　移液器：量程100 µL～1000 µL，增量10 µL。
A.1.12　接种针、接种环。
A.1.13　酒精灯。
A.1.14　离心管：容积10 mL、15 mL、50 mL，圆底、尖底，螺口、扣盖。
A.1.15　离心机：半径22.5 cm、3000 r/min，离心时相对离心力为2260 g。
A.1.16　无菌平皿。
A.1.17　载玻片、盖玻片、推玻片（推玻片是边缘平滑的载玻片或者其他玻片）。
A.1.18　一次性使用末梢血采血管：具备量程5mL、10 mL、15mL、20 mL。添加抗凝剂(EDTA-K2、EDTA-K3、EDTA-Na2、肝素钠、肝素锂、枸橼酸钠、草酸钾/氟化物、肝素/氟化物)、血液凝固促进剂或血清分离剂等用途。
[bookmark: _GoBack]A.1.19　一次性使用无菌采血针：全长40 mm，不锈钢材质，单独灭菌包装。
A.1.20　一次性无菌注射器：具备量程1 mL～50 mL，环氧乙烷消毒。 
A.1.21　皮肤打孔器/取样器：直径1.2 mm、2.0 mm、3.0 mm。
A.1.22　灭菌胃管。
A.1.23　手术刀、手术剪、镊子、止血钳、弯盘。
A.1.24　无菌棉签、无菌棉球、无菌纱布。
A.1.25　一次性无菌口罩、一次性无菌N95口罩。
A.1.26　PE手套、一次性薄膜手套、封口膜。
A.1.27　保温箱、保温瓶、冰袋、干冰桶。
A.1.28　转运箱：容积30 L、45 L、60 L等。
A.1.29　护目镜。
A.1.30　听诊器。
A.1.31　液氮罐：10 L、15 L、20 L等容量。
A.1.32　防护服。
A.2　试剂
A.2.1　生理盐水：氯化钠浓度0.9%（哺乳类动物）、0.75%（鸟类动物）、0.65%（两栖类动物）。或任氏（Ringer's）生理盐水（变温动物，尤其常用于两栖类）、乐氏（Locke's）生理盐水（恒温动物，尤其常用于哺乳类）。
A.2.2　磷酸盐缓冲生理盐水：0.01 mol/L pH 9.0磷酸盐-生理盐水缓冲液，250 mL/瓶。
A.2.3　DNA保存液：粪便、尿液、血液、拭子、动物组织等DNA保存液，市售试剂，4 ℃保存。
A.2.4　RNA保存液：市售试剂，4 ℃保存。
A.2.5　精液保存液：市售保护剂或自主配方保护剂，以糖类、盐类、抗生素、抗氧化剂及其他保护剂为主要成分，-20 ℃保存。
A.2.6　转运培养基：市售试剂，4 ℃保存。
A.2.7　血培养基：含5%脱纤维羊血的营养琼脂培养基，市售试剂，4 ℃保存。。
A.2.8　高锰酸钾：分析纯。
A.2.9　无水乙醇：分析纯。
A.2.10　75%酒精：市售。
A.2.11　石蜡油：分析纯。
A.2.12　福尔马林：10%中性福尔马林固定液。
A.2.13　多聚甲醛：市售试剂，室温保存。
A.2.14　利多卡因膏剂：复方制剂，每克本品含丙胺卡因25 mg，利多卡因25 mg。
A.2.15　苯扎溴铵或新洁尔灭：苯扎溴铵，纯度95%，市售试剂，5 g/瓶、10 g/瓶、50 g/瓶等规格；新洁尔灭，市售试剂，有效成分苯扎溴铵 27 g/L～33 g/L的液体。常温保存。使用蒸馏水稀释至适宜浓度：创面消毒用0.01%溶液，皮肤及粘膜消毒用0.1%溶液，手术前洗手用0.05%～0.1%溶液浸泡5分钟；手术器械消毒用0.1%溶液(内加0.5%亚硝酸钠以防生锈)煮沸15分钟，再浸泡30分钟；0.005%以下溶液作膀胱和尿道灌洗；0.0025%溶液作膀胱保留液。
A.2.16　含血清的细胞培养基：根据不同种属源和/或组织特性，选择适合血清浓度及类型的商用细胞培养基。
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样品采集信息表
野生动物样品采集信息表见表B.1。   
野生动物样品采集信息表
	采集时间
	　
	采集单位
	　
	采集、填表人
	　

	动物种属
	　
	是否迁徙物种
	　
	标记/环号
	　

	采样地点
	　
	生境类型
	　
	地理坐标
	　

	野生动物基本信息
	性别
	年龄
	体重
	动物体况及医疗
	免疫状况

	
	　
	　
	　
	　
	　

	野生动物来源情况
	捕获/养殖时间
	捕获/养殖地点
	饲料、饮水来源
	养殖区附近的其他动物情况
	有无与家养动物接触史

	
	　
	　
	
	　
	　

	野生动物种群状况
	种群数量
	整体状态
	有无异常表现
	异常动物占比
	与其密切接触的其他动物免疫情况

	
	　
	　
	　
	　
	　

	采样动物处理情况
	　
	备注
	　

	序号
	样品编号
	样品类型
	样品数量
	样品描述
	容器和保存

	1
	　
	　
	　
	　
	　

	2
	　
	　
	　
	　
	　

	3
	　
	　
	　
	　
	　

	4
	　
	　
	　
	　
	　

	5
	　
	　
	　
	　
	　

	6
	　
	　
	　
	　
	　


说明：
1 编号：建议规则为行政区划代码+年度+三位流水号，如 420000+2024+001。
2 采集时间：明确采样的年、月、日、时间。
3 地理坐标：注明地理坐标体系，经纬度精确到秒。
4 动物体况及医疗：动物的健康状况、医疗史、用药情况、病理剖检样品采集应注明死亡时间、剖检时间等。
5 样品数量：即取样动物的数量。
6 样品类别：为粪便、鼻/咽/肛拭子、血液、尿液、皮肤、羽毛、胃液、脓液、精液、组织或者脏器等。
7 样品描述：动物的临床表观、脏器病变情况及其他性状。
8 容器和保存：样品的包装材质（如各规格离心管、样品收集袋等）和保存条件（如常温、4 ℃、-80 ℃、液氮等）。
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