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[bookmark: _Toc212127182][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。
本文件由中国疾病预防控制中心寄生虫病预防控制所（国家热带病研究中心）提出。
本文件由中国民族卫生协会归口。
本文件起草单位：中国疾病预防控制中心寄生虫病预防控制所（国家热带病研究中心）、河南省疾病预防控制中心、复旦大学、上海交通大学、甘肃省疾病预防控制中心（甘肃省预防医学科学院）、山西省阳泉市疾病预防控制中心、新疆维吾尔自治区疾病预防控制中心
本文件主要起草人：高春花、李石柱、郑彬、王汝波、俞铖航、危芙蓉、邓艳、程训佳、王兆军、李凡、李宏岩、张海亭、石锋、李诗慧。

[bookmark: _Toc212127183][bookmark: _Toc201759903][bookmark: BookMark3]引言
利什曼病是由利什曼原虫感染所致的人兽共患寄生虫病，主要通过媒介白蛉叮咬传播。我国目前流行利什曼病主要是内脏利什曼病（又称黑热病）。近年来，不仅本地感染的犬源型黑热病在我国中部地区迅速增多，随着人口流动增加和气候变化，输入性病例数也不断上升，给利什曼病的控制带来极大挑战。利什曼原虫作为利什曼病的病原体，其标准化管理与评价是提升防控效能的关键环节。部分利什曼原虫已纳入国家病原微生物菌（毒）种保藏中心管理，但至今尚却无标准株的评价标准。
本标准的制定，旨在统一技术规范，有效解决各级疾病预防控制机构和医疗机构因无规范可依导致的利什曼原虫相关科研、诊断、疫苗和药物研发数据缺乏可比性的问题，提升利什曼病科研与防控能力。同时填补国内寄生虫标准株评价技术标准的空白，完善寄生虫保藏标准体系。
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利什曼原虫标准株评价技术标准
[bookmark: _Toc193101811][bookmark: _Toc212127184][bookmark: _Toc26648465][bookmark: _Toc26718930][bookmark: _Toc26986771][bookmark: _Toc24884211][bookmark: _Toc201759904][bookmark: _Toc17233325][bookmark: _Toc24884218][bookmark: _Toc26986530][bookmark: _Toc17233333][bookmark: _Toc97192964]范围
[bookmark: _Toc17233334][bookmark: _Toc24884212][bookmark: _Toc17233326][bookmark: _Toc26648466][bookmark: _Toc24884219]本文件规定了建立我国不同类型流行区利什曼原虫标准株的评价、保藏、质量控制、生物安全、伦理的要求。
本文件适用于全国各级病原微生物菌（毒）种保藏机构，其他利什曼原虫相关研究、教学、检测、诊断及产品研发活动的机构可参照执行。
[bookmark: _Toc26986531][bookmark: _Toc26718931][bookmark: _Toc97192965][bookmark: _Toc201759905][bookmark: _Toc26986772][bookmark: _Toc212127185][bookmark: _Toc193101812]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。
WS 258—2006 黑热病诊断标准
WS/T 10018—2024 利什曼原虫检测 涂片镜检法
WS/T 812 病原微生物菌（毒）种国家标准株评价技术标准
WS 315 人间传染的病原微生物菌（毒）种保藏机构设置技术规范
T/CPMA 011 病原微生物菌（毒）种保藏数据描述通则
GB/T 37864 生物样本库质量和能力通用要求
GB 19489 实验室生物安全通用要求
WS 233病原微生物实验室生物安全通用准则
[bookmark: _Toc97192966][bookmark: _Toc212127186][bookmark: _Toc193101813][bookmark: _Toc201759906]术语和定义
WS 258—2006、WS/T 10018—2024、WS/T 812—2022和WS 315—2010界定的以及下列术语和定义适用于本文件。
利什曼原虫Leishmania spp.
一类可以引起利什曼病的寄生性的单细胞真核生物。不同种利什曼原虫感染可导致人内脏利什曼病（visceral leishmaniasis）或称黑热病（kala-azar）、皮肤利什曼病（cutaneous leishmaniasis）或黏膜皮肤利什曼病（mucocutaneous leishmaniasis）。
利什曼原虫无鞭毛体 Leishmania amastigote
	又称利杜体 （Leishman-Donovan body），寄生于人体和/或哺乳动物单核-巨噬细胞内的利什曼原虫，虫体呈卵圆形，大小为（2.9～5.7）μm×（1.8～4.0）μm，鞭毛不伸出体外、无运动能力的利什曼原虫生活史时期。
利什曼原虫前鞭毛体 Leishmania prostigote
	寄生于白蛉消化道内或在培养基内生长的利什曼原虫生活史时期，虫体常呈梭形，大小为（14.3～20）μm×（1.5～1.8）μm，一鞭毛自虫体前端伸出，有运动能力。
利什曼原虫标准株 Leishmania standard strains
	具有我国特定利什曼病流行区利什曼原虫典型生物学特征，其遗传学特性得到确认和保证、可追溯，且能反映该虫种的代表性，由国家病原微生物菌（毒）种保藏中心寄生虫分中心复核、鉴定，并给予国家保藏编号的利什曼原虫虫株。以下简称标准株。
复苏率recovery rate
	冻存虫株复苏后存活虫体数与冻存前虫体总数的百分比。
[bookmark: _Toc212127187]标准株评价技术标准
标准株的评价应符合WS/T 812—2022。
生物学评价
信息和描述
信息应完整，包括基本信息、生物学特征、活性、稳定性和保藏机构联系信息。特征信息应明确，包含形态特征、培养特性、分子特征、感染性。信息描述应符合T/CPMA 011—2020。利什曼原虫标准株信息描述按照附录A执行。基本信息中的流行区类型参见附录B。
培养特性
我国利什曼原虫最适培养基为加洛克氏液的三恩氏培养基（简称NNN培养基），制备方法参见附录C；培养环境应保持温度22℃～24℃。
形态学特征
显微镜下利什曼原虫前鞭毛体呈梭形或长梭形，前端有一根伸出体外的鞭毛，虫体大小为（14.3～20）μm×（1.5～1.8）μm，活的前鞭毛体运动活泼，鞭毛不停地摆动，常以虫体前端聚集成团，排列成菊花状。
分子特征
应具有完整基因组序列，全基因组数据需上传NCBI并记录登录号，注释信息完整。虫种分型应对K26基因片段进行扩增测序（参见附录D），目标序列与该流行类型已上传GenBank虫株序列同源性应≥99%。
感染性
前鞭毛体密度5×107/mL～1×108/mL感染BALB/c小鼠或者金黄地鼠（5只以上，每只腹腔注射0.5 mL）3个月时，实验动物肝脏、脾脏、骨髓或皮肤组织显微镜检查利什曼原虫阳性的比率不低于80%。
活性评价
移取约20 µL～30 µL密度约 5×106/mL～1×107/mL的前鞭毛体到一支加1mL洛克氏液的NNN培养基中，22℃培养20天为一代，至少应连续传3代，可稳定繁殖。
虫株应是纯培养物，每批次虫株需进行16S rRNA/ITS测序排除其他微生物污染。
显微镜下利什曼原虫前鞭毛体运动活泼，形态正常。
稳定性评价
传代明确、可溯源
在提交保藏机构鉴定并记录生物学特性前，原则上传代不超过5代。传代信息应包含代次、传代时间、传代培养条件等信息。
培养条件稳定
不同代次的虫株在复苏及传代过程中所使用的NNN培养基、培养温度等培养条件应一致。
形态学特征稳定
不同代次的虫株应保持形态特征相对稳定，应符合4.2.2的描述。
分子特征稳定
不同代次间的虫种分型应一致，分型基因突变率<1%。
冻存和复苏信息稳定
	冻存保护剂及冻存/复苏程序在不同批次间应保持稳定。原虫复苏率应≥50%，且复苏后原虫生长曲线与前代相比无显著差异。冻存和复苏原虫对特定动物宿主的感染性保持稳定，应符合4.2.5的描述。
[bookmark: _Toc212127188]保藏要求
标准株须备份并存放于两个独立的保藏区域。
应在液氮（-196℃）冷冻保藏，对保藏设备及环境条件进行温度监控和记录。
标准株应有唯一编码，保藏位置明确。样本管标签应在长期深低温保藏条件下保持牢固和清晰。
转移标准株应执行保藏机构的转移程序。应减少转移次数和冻融次数。
应建立保藏信息系统，保藏、使用、库存、销毁等信息应清晰、可追溯。
[bookmark: _Toc212127189]质量控制要求
标准株的接收、鉴定、制备、保存、运输、分发等环节应可溯源，按照GB/T 37864和WS 315执行。
分离培养、鉴定、扩增、保存等关键技术方法应依据可循证方法（国际、国内公开共识的标准或方法），并制定标准操作程序。
相关的检测方法应参加权威机构组织的能力验证或实验室间比对。
需定期（至少每5年）抽样检查，以确定虫株的活力和纯度，并记录抽查结果。
[bookmark: _Toc212127190]生物安全要求
实验操作应符合GB 19489和WS 233病原微生物实验室生物安全通用准则的规定。
[bookmark: _Toc212127191]伦理要求
人源分离株的获取和动物模型验证标准株感染性时需提供申请机构伦理委员会批准文件。
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（规范性）
利什曼原虫标准株信息描述
利什曼原虫标准株信息描述见表A.1。
利什曼原虫标准株信息描述
	信息
	内容

	基本信息
	中文名称
	

	
	拉丁名称
	

	
	流行区类型
	人源型
犬源型
自然疫源型
皮肤利什曼病

	
	标准株编号
	

	
	背景信息
	原始编号
	

	
	
	分离时间
	

	
	
	分离地点
	

	
	
	分离基物a
	

	
	
	基物采集时间
	

	
	
	基物采集地址
	

	
	
	致病对象
	

	
	
	所致疾病名称
	

	
	
	利什曼病
患者信息b
	性别
	

	
	
	
	年龄
	

	
	
	
	感染途径
	

	
	
	
	诊断时间
	

	
	
	
	治疗情况
	

	
	
	
	检测情况
	

	
	
	来源历史c
	

	
	
	递送者
	

	
	
	代次信息
	

	
	保藏信息
	保藏时间
	

	
	
	保藏形式
	o冻干液体斜面其他

	
	
	保藏温度
	

	
	
	原虫密度
	

	
	
	数量和体积
	

	
	
	冻存保护剂成分
	

	生物学
特征
	培养特性
	培养基名称
	

	
	
	培养温度
	

	
	
	传代周期
	

	
	形态特征
	前鞭毛体形态描述
	

	
	
	前鞭毛体形态图片
	

	
	感染性
	

	分子特征
	虫种及用于虫种分型的K26靶基因序列d
	

	
	基因组大小及基因组数据库序列号
	

	活性
	连续传代次数≥3
	是否（备注：见报告）

	
	显微镜下利什曼原虫前鞭毛体运动活泼，形态正常。
	是否（备注：见报告）

	
稳定性
	传代明确可溯源
	是否（备注：见报告）

	
	不同代次虫株培养条件稳定
	是否（备注：见报告）

	
	不同代次虫株形态学特征稳定
	是否（备注：见报告）

	
	不同代次虫株分子特征稳定
	是否（备注：见报告）

	
	冻存和复苏信息稳定
	是否（备注：见报告）

	相关文献/SOP或报告e
	

	保藏机构联系信息
	机构全称
	

	
	联系人
	

	
	联系电话
	

	
	联系人邮箱
	

	a: 如患者，骨髓
b: 如虫株分离自患者，填写此项内容。
c: ←中国疾病预防控制中心病原微生物菌（毒）种保藏中心←中国疾病预防控制中心寄生虫病预防控制所 
d: K26序列信息，如序列已提交GenBank等公共数据库平台，提供序列号。
e: 与该标准株相关的研究文献提供文献题录，SOP或报告提供文本。





[bookmark: _Toc201759945][bookmark: _Toc212127194]
（资料性）
我国利什曼病流行病学
利什曼病是由利什曼原虫感染所致的人兽共患寄生虫病，通过媒介白蛉叮咬传播，也有罕见病例通过输血或共用注射器感染的报道。根据不同种类的利什曼原虫在人类宿主体内的主要寄生部位及其临床表现，可将利什曼病分为三种类型：内脏利什曼病（visceral leishmaniasis）或称黑热病（kala-azar）、皮肤利什曼病（cutaneous leishmaniasis）或黏膜皮肤利什曼病（mucocutaneous leishmaniasis）。
内脏利什曼病是由趋内脏的杜氏利什曼原虫种团（Leishmania donovani complex）中的3种利什曼原虫寄生于人和/或其他哺乳动物单核-巨噬细胞系统所致。这3种利什曼原虫分别是杜氏利什曼原虫（Leishmania donovani）、婴儿利什曼原虫（L. infantum）和恰氏利什曼原虫（L. chagasi）。我国的内脏利什曼病的病原体主要包括杜氏利什曼原虫和婴儿利什曼原虫，后者也是我国新疆克拉玛依地区皮肤利什曼病的致病种。
内脏利什曼病曾是严重危害我国人民身体健康的五大寄生虫病之一， 曾广泛流行于长江以北的16 个省（自治区、直辖市） 的600 多个县（市、区） 的广大农村地区。经过积极防治，截至20 世纪80 年代初，我国大部分流行区已消除了内脏利什曼病，但在新疆、甘肃、四川、陕西、山西和内蒙古等6省（区）仍存在当地感染。
21 世纪以来，随着自然生态和社会环境的改善，内脏利什曼病疫情出现回升趋势，流行范围有所扩大，全国内脏利什曼病流行格局也随之变化。2004—2016 年，全国95.6%报告病例集中在新疆、四川和甘肃省的部分县区。2017 年后，甘肃、新疆、四川报告病例数持续下降，历史高发区的传播势头得到控制。但近年来，我国中部地区（包括山西、河南、河北、陕西等省）的山区、丘陵和黄土高原地带犬源型内脏利什曼病病例数快速上升，复燃区（县）不断增多。
根据内脏利什曼病流行区地理景观、媒介白蛉种类、传染源和发病人群等流行病学特征，我国内脏利什曼病流行区在流行病学上大体可分为三种类型：①人源型。分布在山东、苏北、皖北、豫东、冀南、湖北以及陕西关中和新疆喀什三角洲等平原地区，目前主要分布在新疆南部古老绿洲地带，病人是主要传染源，流行区内病犬则罕见或无病犬，患者大都是年龄较大的儿童和青少年，婴儿很少感染。传播媒介为家栖的中华白蛉和近家栖的长管白蛉。②犬源型。分布在甘肃、青海、宁夏、川北、陕北、豫西、冀东北、辽宁和北京市郊等山丘地区，目前主要分布在山西、河南、河北、陕西、甘肃、四川和北京等省（市）的山区、丘陵以及黄土高原地带，病犬为主要传染源，患者多为10岁以内的儿童，近几年多中老年感染者增多。媒介是野栖或近野栖的中华白蛉。③野生动物源型。主要分布在新疆、甘肃和内蒙古的荒漠和砾漠地带，传染源为为某些尚未查明的野生动物宿主。患者多为2岁以下的婴幼儿。媒介为野生野栖的吴氏白蛉和亚历山大白蛉。
20世纪80年代，我国新疆克拉玛依曾有皮肤利什曼病的流行，病原体确定为婴儿利什曼原虫，传播媒介为野栖的吴氏白蛉。该地区有其独特的地理景观，病例主要发生在胡杨和红柳混生、且有吴氏白蛉分布的荒漠地带，提示其可能是一种自然疫源性寄生虫病，但其动物宿主尚待研究阐明。近年来，我国未见本地感染皮肤利什曼病的报道。2000年至今，有从伊拉克、乌兹别克斯坦、也门、苏里南、尼日利亚、埃及、伊朗、阿富汗、巴基斯坦、阿尔及利亚、北非、叙利亚、沙特阿拉伯输入性病例报道，虫种多为硕大利什曼原虫。
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（规范性）
NNN培养基的制备
洛克氏液的配制
氯化钠0.45g，氯化钙0.01g，氯化钾0.02g，碳酸氢钠0.01g，葡萄糖0.125g，蒸馏水50mL，搅拌溶化后，经121℃ 15min高压灭菌后，冷却备用。
去纤维兔血的制备
将家兔麻醉后仰卧于动物手术台或一固定板上，用绳缚其四肢，使其不能活动。
在家兔左胸侧剪毛，再分别用碘酒棉球和酒精棉球消毒该处皮肤。
用左手触摸左侧第3～4肋间，选择心搏处穿刺（胸骨左缘外3mm处），右手持50mL一次性无菌注射器（8号针头）在此搏动最强烈处刺入心脏，进针后针头偏向胸骨，与水平面呈45°夹角，或沿剑突尾端缘和腹面平面呈30°角向头端刺入。抽出所需血量后，应迅速拔针，用手指紧压术部并消毒。一次取血不超过20～25ml。采血动作宜迅速，以缩短在心脏内的留针时间和防止血液凝固或溶血，采血中回血不好或动物躁动时应拔出注射器，重新确认后再次穿刺采血。
立刻将所采得的血液在酒精灯旁注入装有大约100颗直径4 mm玻璃珠的经121℃ 15min高压灭菌的三角烧瓶内，按一个方向摇动烧瓶大约5分钟，直到兔血完全脱纤维，出现纤维团块。室温放置1～2小时后无菌环境加入0.5mg/mL氨苄青霉素备用。
NNN培养基的制备
将琼脂1.4g、氯化钠0.6g、蒸馏水90mL置于烧瓶中，加热搅拌使琼脂粉融化。待琼脂粉充分融化后用10mL无菌移液管分装在洁净的试管或三角烧瓶中，每试管3mL，每三角烧瓶10mL，再用棉塞塞住管口。经121℃ 15min高压灭菌后取出后放入预先设定50℃的水浴锅中，待培养基冷却到约50℃时每支试管内加入1mLC.2制备的脱纤维兔血，使血与琼脂充分混匀，试管斜置待冷（可置于冰水内），使培养基迅速凝固，试管内培养基形成斜面。凝固完全后在酒精灯旁用经121℃ 15min 高压灭菌的橡皮塞换去棉塞。
C.4　 NNN培养基的无菌检查和保存
将新制备的NNN培养基在 37°C 条件下培养24 h，随后观察血琼脂表面是否有杂菌生长迹象。若培养基出现此类迹象，应立即废弃。无杂菌生长的培养基置4°C冰箱内保存备用，使用前每支NNN培养基试管加1mL洛克氏液。
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（规范性）
我国利什曼原虫虫种鉴定技术
样本采集和准备
利什曼原虫感染的动物或患者的骨髓、脾、淋巴结或皮肤的穿刺物经培养后获得的利什曼原虫前鞭毛体，以及从白蛉体内获得的利什曼原虫前鞭毛体。应无菌采集。
操作方法与步骤
核酸提取
取 100 µL样品，用商品化的DNA提取试剂盒提取基因组DNA，操作步骤按试剂盒说明书进行。
PCR扩增
引物名称和序列
上游引物K26F序列：5′-ACGAAGGACTCCGCAAAG-3′；下游引物K26R序列：5′-TTCCCATCGTTTTGCTG-3′。
PCR反应体系
向PCR管中依次加入10×PCR缓冲液5μL，dNTPs（10 mmol/L）1 μL，上下游引物各1 μL（10 μmol/L)， Taq DNA 聚合酶（5U/μL）0.5 μL，DNA模板1 μL（70 ~ 90 ng），加去离子灭菌水至50μL。设置阳性（我国利什曼原虫分离株基因组DNA）、阴性（健康人基因组DNA）和空白（去离子灭菌水）对照。各PCR管内试剂混匀后离心5s。
PCR反应程序
95 ℃ 4 min；94 ℃ 30 s，50 ℃ 15 s，72 ℃ 1 min，共35个循环；72 ℃ 10min；4 ℃ 。
结果判定
电泳分析
取PCR产物 5 µL与 1 μL 6×加样缓冲液混合，加样于含溴化乙锭替代物的1.0％琼脂糖凝胶中，在1×TAE 缓冲液中，5 V/cm 电泳约 40 min，当溴酚蓝到达底部时停止电泳，用凝胶成像系统或紫外分析仪进行分析。出现大小在 400 bp～1 000 bp 的特异性的扩增片段，空白对照和阴性对照未出现条带，PCR 结果阳性；未出现特异性的扩增片段，空白对照和阴性对照未出现条带，PCR 结果阴性。
测序分析
阳性 PCR 扩增产物进行双向测序，将序列进行 BLAST 比对分析。
虫种鉴定
表D-1列出了我国不同流行区利什曼原虫分离株K26扩增序列长度和参考GenBank登录号，可根据扩增片段大小进行定种，也可将测序结果在GenBank中进行比对定种。
表D-1我国不同流行区利什曼原虫分离株及其K26扩增序列长度和GenBank登录号
	流行区
	虫种
	序列长度/bp
	参考GenBank登录号

	人源型
	杜氏利什曼原虫
	920
	MN702441-MN702442、 MN688111

	犬源型
	婴儿利什曼原虫
	404
	MN688116- MN688119

	野生动物源型
	  婴儿利什曼原虫
	491
	MN688112- MN688115

	皮肤利什曼病
	  婴儿利什曼原虫
	449
	MN688120- MN688124
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