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WEAMREFE: Feline leukemia Virus, FelV
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REFRABSERNKE : reverse transcription-polymerase chain reaction, RT-PCR
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ElEVEZRN Feo1l (57=3")
Pol_F TGAATGTCCCTACCCGTT
Pol R GGATGGATGTCCTCTACCC

HL: SIHA A TG, A NHPLCYL, HIDEPCIKE fif I i
PR ZIRE10 pmol/L, 20 CRA7 % H
FE2: PHEH KR B E495 bp, £ XFFeLV poldE Al
B.2 PCR #&MI & R4 %

vl £ 274313 (A
2xTaqif \ 10 uL
Pol F 0.5 pumol/L 0.5 uL
Pol R 0.5 pmol/L 0.5 uL
DNAMEHR \ 2L
K EETIK \ 7 uL
B TR \ 20 uL

B.3 IXEE PCR SIYIFHI IRt
5191 GRED FA (573"

U3_F AAC AGC AGA AGT TTC AAG GCC
U3 R TTA TAG CAG AAA GCG CGC G
BREr FAM-CCAGCAGTCTCCAGGCTCCCC A-BHQ1

L BIYHAED A FE K, 25 NHPLCZ, H R MILDEPC/KYE
A IR R LUK 10 umol/L, -20° C AT H .
2. BV R RS % USERE & .
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T SRS A (uL)
2xRTZE MR \ 10

B TR A 0.5
WS U3_F 0.48 pmol/L 0.4
NETIY U3_R 0.48 pmol/L 0.4

PREF 0.16 pmol/L 0.8

DNAZ K \ 2

DEPC/K \ 5.9

SRR \ 20 uL

B.5 SERTR RT-PCR R N &%
HEAF R SER 9% YR T-PCR N B 5 -
F—BrB, &EF45°C/15min;
BB, TR TE95°C/2min;

FE=F B, 95°C/15s, 60°C/60 s, 40EHR, 785 =M BURR RGN B 52 i i B2 98 o, SEIG b R
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Mf & D
(ZERHE)
FRAE PR BRARLAZER 55
TGAATGTCCCTACCCGTTATTAGGGAGAGACCTATTAACCAAACTCAAGGCTCAGATCCATT

TCACCGGGGAAGGAGCTAATGTTGTTGGACCCATGGGCTCACCCCTACAAGTCCTCACCTTGCAA
CTAGAAGAAGAGTATCGGCTATTTGAGCCGAAAAGTGAACTGAAACAAGGTATGGACAGTTGGC
TTAAAAACTTTCCCCGGGCATGGGCAGAAACAGGAGGTATGGGAATGGCTCATTGCCAAGCCCC
CATCCTCATTCAACTTAAAGCTACTGCCACCCCAATCTCCATTCGGCAGTACCCCATGCCCCATG
AAGCTTACCAAGGAATTAAACCCCATATAAGGAGAATGCTGGACCAAGGCATCCTCAAGCCCTG
CCGGTCCCCATGGAATACACCCCTATTACCTGTCAAAAAGCCAGGAACCGGGGATTACCGACCA
GTGCAGGACTTAAGAGAAGTAAATAAAAGGGTAGAGGACATCCATC
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	5　临床诊断
	5.1　流行病学
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	5.3　结果判定
	5.4　样品采集、保存与运输
	5.5　样品采集
	5.5.1　血液
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	5.5.2　骨髓穿刺液
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	6.4　反转录
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	6.5　PCR扩增条件
	配置 PCR 反应体系（20μL）：2×PCR Taq 酶10μL，上游引物pol_F: 0.5μL
	6.5.1　扩增产物电泳检测
	取 1.0 g 琼脂糖加入 100 mL 核酸电泳缓冲液中加热至沸腾，充分溶化后冷却至 50 ℃ 左
	6.5.2　结果判定
	实验结果成立条件：阳性对照 PCR 扩增产物电泳后在495 bp 位置出现特异性条带，同时阴性对照 
	样品结果判定：在实验成立的前提下，如果样品的 PCR 产物电泳后在495bp 位置上出现特异性条带，


	7　荧光定量PCR检测
	7.1　仪器设备
	7.2　试剂及引物探针序列
	7.3　RNA提取
	7.4　实时荧光RT-PCR操作
	7.4.1　实时荧光RT-PCR扩增试剂的准备与配制
	7.4.2　加样
	7.4.3　实时荧光RT-PCR反应设定

	7.5　结果判定
	7.5.1　结果分析
	7.5.2　质控标准
	7.5.3　结果描述与判定
	7.5.3.1　阳性
	7.5.3.2　阴性
	7.5.3.3　有效原则



	9 诊断原则
	10 综合判定
	10.1猫白血病病毒感染疑似病例
	满足5.1或5.2任一项均可怀疑猫白血病病毒感染。
	10.2猫白血病病毒感染确诊病例
	10.3猫白血病病毒感染排除病例

	附　录　A（资料性）骨髓穿刺方法
	A.1　骨髓穿刺液采集方法
	A.1.1　采用股骨近端穿刺。用手触摸股骨近端外侧大转子的部位，剪毛，消毒；
	A.1.2　静脉注射戊巴比妥钠40mg/kg体重，进行麻醉（可使用同样具有麻醉效果的麻醉剂进行麻醉）；
	A.1.3　用手抓住后腿中部，使其膝盖部位位于食指和拇指之间；
	A.1.4　用16号骨髓穿刺针在大转子内侧，经转子窝刺入1~1.5 mL;
	A.1.5　取出针芯，接上10~20 mL注射器，用力快速吸取~0.5 mL骨髓穿刺液。
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	附　录　C（资料性）
	溶液配方
	C.1　TAE配置方法
	一般先配制50倍的TAE缓冲液，用时稀释为1倍TAE。50倍TAE缓冲液的配制方法为：
	C.1.1　称取下列试剂于1 L烧杯中： Tris 242 g，Na2EDTA·2H2O 37.2 g；
	C.1.2　向烧杯中加入约600 mL的去离子水，充分搅拌溶解；
	C.1.3　加入57.1 mL的醋酸，充分搅拌；
	C.1.4　加去离子水将溶液定容至1 L后，室温保存。
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