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FINALIDADE

Teste para detecgao quantitativa do DNA do Herpesvirus Bovino Tipo 1 (BoHV-1) em
amostras bioldgicas através da reagcdo em cadeia da polimerase (PCR) em tempo
real. Produto de uso exclusivo em Pesquisa (RUO — Research Use Only). Para
outras finalidades, seguir as orientagdes preconizadas nas legislagdes aplicaveis.

PRINCIPIO DE AGAO

O kit Bio Gene Vet do Herpesvirus Bovino Tipo 1 (BoHV-1) é um ensaio in
vitro baseado na detecgdo quantitativa do DNA do BoHV-1 através da PCR
em tempo real. O método de PCR em Tempo Real é usado para amplificar o
DNA do patdégeno. Um termociclador de PCR em Tempo Real é usado para
amplificar e detectar as sondas fluorescentes especificas para cada patégeno.
O software do aparelho detecta a presenca ou auséncia dos patégenos.

Apresentagao
Reagente Bio Gene Vet BoHV-1PCR

100 Testes
R1 1x 110 pL*
R2 1x1,1mL*
R3 1x1,5mL
R4 1 x 500 pL*
RS 1x1,5mL
R6 1x1,5mL
R7 1x 110 pL*
R8 1 x 500 pL*

*Reagentes liofilizados. Os volumes descritos acima correspondem ao
volume final apds a ressuspengdo dos reagentes, conforme descrito no item
PROCEDIMENTO, subitem B. (Preparo dos Reagentes).
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REAGENTES

R1. Solugao PCR: Primer, Sonda, TRIS-HCI.

R2. Mix Taq: Polimerase, dNTPs, MgClz, Estabilizantes.

R3. Tampao Mix: TRIS-HCI.

R4. Padrao A (2 x 10° cépias/uL) : Plasmideo, TRIS-HCI, EDTA.
R5. Diluente: TRIS-HCI, EDTA.

R6. Agua: Agua livre de DNase/RNase.

R7. Solugao PCR CI: Primer, Sonda, TRIS-HCI.

R8. Controle Interno: Plasmideo, TRIS-HCI, EDTA.

EQUIPAMENTOS E INSUMOS OPERACIONAIS
Materiais contidos no kit:

- Reagentes descritos no quadro anterior.

- Instrugéo de uso (manual).

Materiais necessarios, mas nédo contidos no kit:

1- Sistema 6tico programavel de detecgdo de fluorescéncia (Termociclador
Real-time PCR);

2- Capela de fluxo laminar;

3- Tubos de centrifuga de 1,5 mL;

4- Tubos ou placas para PCR;

5- Luvas de latex descartaveis livres de p6 ou material similar;

6- Microcentrifuga;

7- Vortex;

8- Micropipetas e ponteiras estéreis com filtro (0,5-10 pL, 10-100 pL, 100-
1000 pL);

9- Kit para extragao de acidos nucléicos;

CONDIGOES DE ARMAZENAMENTO E TRANSPORTE

A temperatura de armazenamento é de -20°C (-10°C a -30°C).

Apos a ressuspensao dos reagentes liofilizados, o produto é estavel por 6
meses a partir da data de ressuspensao.

Deve-se evitar o congelamento e descongelamento. O transporte pode ser feito

em temperaturas entre 2°C a 8°C por 5 dias. Manter ao abrigo da luz e evitar
umidade.

4 Portugués



BIO VET BoHV-1 PCR

Bioclin- QuiBasa

CUIDADOS ESPECIAIS

1- Produto de uso exclusivo em Pesquisa (RUO — Research Use Only).
Para outras finalidades, seguir as orientagcdes preconizadas nas legislagdes
aplicaveis.

2- Seguir com rigor a metodologia proposta para a obtengdo de resultados
exatos;

3- Manusear e descartar todas as amostras bioldgicas, reagentes e materiais
utilizados para realizagdo do ensaio como se fossem capazes de transmitir
agentes infecciosos. Evitar contato direto com as amostras bioldgicas e os
reagentes. Evitar derrames ou aerossol. Os residuos devem ser manuseados e
descartados de acordo com as medidas de seguranga adequadas.

4- Procedimentos de biologia molecular, tais como a extragcdo de &cidos
nucléicos, transcricdo reversa, amplificagdo e detecgdo, requerem pessoal
qualificado para evitar o risco de resultados errados, especialmente devido a
degradacgdo de acidos nucléicos contidos nas amostras ou contaminagdo da
amostra por produtos de amplificagéo.

5- E necessario dispor de areas separadas para a extragdo/preparagao de
reagbes e para a amplificacdo/deteccdo de produtos. Nunca introduzir um
produto de amplificagdo na area destinada para a extragdo ou preparagao de
produtos de amplificagdo.

6- Todas as amostras e reagentes devem ser manipulados sob uma capela
de fluxo laminar. As pipetas devem ser usadas com ponteiras com filtro. As
ponteiras empregadas devem ser estéreis, livres de DNases e RNases.

7- Evitar o congelamento e descongelamento repetido dos reagentes.

8- Armazenar as amostras de DNA a -20°C, caso nao forem utilizadas
imediatamente.

9- Nao usar o kit apés a data de validade.

10- Recomendamos aplicar as normas locais, estaduais e federais de protegao
ambiental para que o descarte dos reagentes e do material biolégico seja feito
de acordo com a legislagéo vigente.

11- Para obtengéo de informagdes relacionadas a biosseguranga ou em caso de
acidentes com o produto, consultar as FDS (Ficha com Dados de Seguranca)
disponibilizadas no site www.bioclin.com.br ou através de solicitagdo pelo SAC
(Servigo de Assessoria ao Cliente) da Quibasa.

12- Néo utilizar o produto em caso de danos na embalagem.

13- E imprescindivel que os instrumentos e equipamentos utilizados
estejam devidamente calibrados e submetidos as manutencdes
periédicas.
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AMOSTRAS

Swab nasal, ocular/conjuntival, orofaringeo/traqueal, vulvar/vaginal, prepucial/
peniano, secregdes respiratorias em geral, sémen, tecidos (pulmao, figado, bago,
rim, cérebro, feto e placenta).

Nota: A selegdo da amostra no diagnostico de BoHV-1 deve acompanhar os
sinais clinicos, ja que o virus é eliminado principalmente por vias respiratérias
e genitais. Coletas que ndo correspondem ao local de manifestagdo, como
swabs respiratérios em quadros reprodutivos ou vice-versa, aumentam o risco
de falso-negativos. Por isso, alinhar quadro clinico e amostragem ¢é essencial
para maximizar a sensibilidade do teste e obter um diagnéstico confidvel de
Rinotraqueite Infecciosa Bovina (IBR).

As amostras devem ser coletadas de acordo com as recomendagdes do
laboratério para testes moleculares. Devem ser transportadas e armazenadas
entre 2°C e 8°C por até 3 dias’.

Utilizar amostras de DNA adequadas a amplificagdo por PCR com pureza e
concentragdo adequadas. Deve-se evitar o congelamento e descongelamento
repetido.

PROCEDIMENTO

A. Extragdo do DNA

Os acidos nucléicos (DNA) das amostras devem ser extraidos seguindo as
instrucdes de uso do kit escolhido. Para o controle do processo de extragdo,o
Controle Interno (R8) deve ser preparado (vide item B.4) e adicionado as

amostras durante a extragdo, conforme descrito abaixo:

1- Adicionar 5 pL do Controle Interno (R8) a cada tubo contendo as amostras
ja ressuspendidas em tampéo de extragao / lise.

2- Completar o processo de extracdo de acordo com as instrugdes de uso do
kit de extragao.

OBS: Nunca adicionar o Controle Interno (R8) diretamente a amostra
biolégica pura, pois pode resultar em degradagdo do mesmo.
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B. Preparo dos reagentes

Os reagentes R4 e R8 contém molde de DNA, e devem ser manipulados
(ressuspendidos) em area apropriada para evitar a contaminagdo dos
demais reagentes.

1- Centrifugar (pulso spin) os reagentes Solugao PCR (R1), Solugao PCR CI
(R7), Padréo A (R4) e Controle Interno (R8) antes da abertura dos microtubos.
2- Ressuspender o reagente Mix Taq (R2)* com 1,1 mL do reagente Tampéao
Mix (R3).

*O Mix Taq (R2) ndo contém fluorédforo de referéncia passiva (ROX).

3- Ressuspender os reagentes, Solugdo PCR (R1) e Solugdo PCR CI (R7)
com 110 pL do reagente Agua (R6)

4- Ressuspender os reagentes Padrao A (R4) e Controle Interno (R8) com o
reagente Diluente (R5) de acordo com a tabela baixo

Apresentacao
Reagente
100 Testes
Padrao A (R4) 500 pL
Controle Interno (R8) 500 pL

C. Diluigdo dos Padrées Quantitativos

1- Ressuspender o Padrao A (R4) com 500 pL do Diluente (R5).

2- Separar 3 microtubos (ndo fornecidos no kit) adequados para a diluicdo
seriada do Padrao A (R4).

3- Pipetar 90 pL do Diluente (R5) em cada microtubo e nomea-los como B, C
e D respectivamente.

4- Em seguida, pipetar 10 pL do Padrao A (R4) no microtubo B e homogeneizar.
5- Trocar a ponteira e pipetar 10 pyL do microtubo B no microtubo C e
homogeneizar.

6- Trocar a ponteira e pipetar 10 pL do microtubo C no microtubo D e
homogeneizar.

7- No final da diluigdo temos padrdes A, B, C, e D, com as seguintes
concentragoes:

Padrédo A — 2 x 10° copias/uL
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Padréo B — 2 x 10* coépias/uL

Padréo C — 2 x 10° copias/pL

Padréo D — 2 x 102 copias/pL

D. Preparo da PCR

1- Separar previamente os microtubos/pogos a serem utilizados, de
acordo com o nimero de amostras e controles a serem analisados.

2- Preparar o volume da solugdo de PCR final de acordo com o nimero
de reacdes a ser realizadas.

Reagentes 1 25 50 100
9 Reacéo Reagdes Reagdes Reagdes
Mix Taq
(R2) 10 uL 250 pL 500 pL 1mL
Solugéo PCR 1L 25 L 50 pL 100 pL
(R1)
Solugéo PCR CI
R7) 1L 25 L 50 pL 100 pL

Para o preparo de nimero de reagao diferente deve-se multiplicar o volume dos
reagentes para 1 reacédo pelo nimero de reagdes necessarias.

3- Pipetar 12 pL da solugdo de PCR final nos tubos ou pogos determinados
para as reagoes.

4- Adicionar 8 pL do DNA extraido da amostra ou 8 pL do Padrdo A (R4) ou 8
uL de Agua (R6), usada como controle negativo.

5- Homogeneizar bem.

6- Observe que o volume total da reagdo é de 20 pL, e cada corrida de PCR
deve incluir os controles relevantes (Controle Negativo, Controle Positivo).

7- Homogeneizar bem.

8- Transporte os tubos/placa para o termociclador.

E. Definigoes do termociclador para a PCR em Tempo Real
Verificar o manual de operagéo do equipamento de PCR em tempo real para a

8 Portugués



BIO VET BoHV-1 PCR

Bioclin- QuiBAsA

programacéo do experimento.
1- Defina o tipo de experimento:
Teste Quantitativo.

2- Defina os detectores (sondas) fluorescentes como:
OBS: Equipamentos que utilizam o ROX como referéncia passiva devem ser
programados com a opc¢do “NONE” para referéncia passiva.

Alvo Detector Quencher
Controle Interno VIC/HEX
NFQ-MGB
BoHV-1 FAM

OBS:

« O Padrédo A nao apresenta o Controle Interno (VIC/HEX), pois o0 mesmo €&
utilizado para o controle da extragédo e da amplificacdo das amostras.

« As amostras extraidas devem ser marcadas com os detectores FAM e VIC/
HEX.

3- Defina as condigdes dos ciclos:

Etapas Temperatura Tempo Ciclos
1 95°C 3 minutos 1
95°C 15 segundos

2 45
60°C 60 segundos

Defina “Data Collection” como “stage 2, step 2 (60-0:60)".

F. Validagao do Resultado

1- Controles
Controles Faixa permitida CT Amplificagcao/Detecgao
Positivo FAM Presenca de amplificagao Valida
Negativo Indeterminado Vélida
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Interno VIC/HEX 255CT<35 | Valida |

Obs: Os valores de CT do Controle Interno variam de acordo com as condigdes
do processo, como a eficiéncia da extragdo do DNA, a concentragdo das
amostras e as configuragdes do termociclador. Logo, estas condigdes devem
ser avaliadas quando os valores de CT nédo forem adequados e, se pertinente,
os resultados podem ser validados.

Exemplo: Amostras com alto nimero de cépias de DNA podem, em alguns
casos, inibir a amplificagdo do Controle Interno resultando em valor de CT fora
da faixa ideal, este resultado ndo invalida o teste.

Se os requisitos acima nao forem cumpridos, o ensaio é considerado invalido
e o teste deve ser repetido.

G. Interpretagao do resultado

Amplificagéo/

Curva padréo Faixa permitida Detecgio

Coeficiente de correlagao

(R?) 0,99=<R?<1,00 Valida

Se o valor de R? nao ficar entre os limites da faixa permitida, o resultado é
considerado invélido e o teste deve ser repetido.

Virus do BoHV-1
Resultado Deteccao
FAM viCc

Presenca de - -
amplificagéo CT=<35 Positivo Valida

ou
Congentragéo CT>35 Positivo Invalida*
determinada
Auséncia de . -
amplificagéo CT=<35 Negativo Valida

ou
Concentragéo cT>35 Negativo Invalida*
indeterminada
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*OBS: Os valores de CT do Controle Interno variam de acordo com as condigoes
do processo, como a eficiéncia da extragdo do DNA, a concentragdo das
amostras e as configuragdes do termociclador. Logo, estas condi¢cdes devem
ser avaliadas quando os valores de CT n&o forem adequados e, se pertinente,
os resultados podem ser validados.

Exemplo: Amostras com alto numero de cépias de DNA podem, em alguns
casos, inibir a amplificagdo do Controle Interno resultando em valor de CT fora
da faixa ideal, este resultado nédo invalida o teste.

Se os requisitos acima nédo forem cumpridos, o ensaio € considerado invalido e
o teste deve ser repetido.

O kit é capaz de detectar de 10 a 1.000.000 de cépias por reagao.

O software do termociclador calcula automaticamente a concentracdo das
amostras.

Exemplo: Se o programa mostrar uma concentragdo como 2.00E+005, entdo a
concentragdo da amostra sera 2.0 x 10° copias/pL.

Resultado da Amostra em

copias/yL (FAM) Copias por reagdo

=1 x10° > 1.000.000
2 < Quantidade < 9 x 10° Quantidade obtida
<2 <10

A nao detecgdo do DNA do patégeno nédo exclui a presenga de infecgdo quando o
titulo do patdgeno estiver abaixo do limite de detecgéo deste kit.

Os resultados fornecidos por este kit devem ser interpretados pelo profissional
responsavel.

Limitagoes do Processo
Contaminagbes cruzadas que ocorrem durante a coleta da amostra, processamento,
transporte e armazenamento poderao ocasionar resultados falsos.

Sensibilidade Analitica

A técnica foi capaz de detectar aproximadamente 2 moléculas alvo em 8 pL do
produto de extragdo de DNA adicionado a reagdo de amplificagédo.
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OBS: A sensibilidade analitica do produto pode sofrer interferéncia de fatores
como a eficiéncia do kit/método utilizado para a extragéo dos acidos nucléicos, e a
sensibilidade do equipamento termociclador em tempo real usado.

Significado Clinico

A infecgdo pelo Bovine Herpesvirus Type 1 (BoHV-1) é responsavel por quadros
respiratorios, reprodutivos e oculares que compdem a sindrome conhecida
como IBR. O virus apresenta elevada capacidade de disseminagéo, causando
surtos caracterizados por febre, corrimento nasal seroso a mucopurulento,
tosse, queda na producdo de leite, conjuntivite e, em animais gestantes, aborto.
Também desencadeia vulvovaginite pustular em vacas e balanopostite em
touros, impactando diretamente a fertilidade. Um dos maiores desafios sanitarios
é a capacidade do BoHV-1 de estabelecer laténcia nos ganglios nervosos,
reativando-se em situagdes de estresse e perpetuando a infecgdo no rebanho.
Do ponto de vista epidemioldgico, o BoHV-1& umdos principais agentes do complexo
respiratorio bovino, contribuindo para aumento de morbidade, mortalidade, descarte
precoce e perdas produtivas. Emrebanhos leiteiros e de corte, ainfecgdo temimpacto
expressivo na economia, e sua circulagdo silenciosa dificulta agdes de controle.
Nesse contexto, o diagnostico rapido e preciso é fundamental. Métodos
convencionais, como isolamento viral ou testes soroldgicos, apresentam
limitagbes, especialmente na fase aguda ou em fetos autolisados. A PCR em
tempo real destaca-se por sua alta sensibilidade, especificidade e capacidade
de detectar o virus mesmo quando a viabilidade viral estd comprometida. Além
disso, permite diferenciar animais verdadeiramente infectados de respostas
vacinais, identificar portadores e confirmar abortos atribuiveis ao BoHV-1.
Para atender a essas demandas, o Bio Gene Vet BoHV-1 PCR oferece uma
solugdo moderna, robusta e validada para a detecgdo direta do DNA do BoHV-1
em multiplas matrizes clinicas. O kit é indicado para laboratérios veterinarios que
buscam rapidez, confiabilidade e suporte ao diagnéstico de IBR, contribuindo para
programas de vigilancia, controle e tomada de decis&o sanitaria no rebanho.
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