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FINALIDADE

Teste para deteccao quantitativa do RNA do virus da Leucemia Felina (FeLV) em
amostras bioldgicas através da Transcricdo Reversa seguida da PCR em Tempo
Real. Produto desenvolvido para diagnéstico molecular veterinario in vitro. O uso
deve ser restrito a profissionais qualificados e conforme as legislagdes e normas
técnicas aplicaveis.

PRINCIPIO DE AGAO

O kit Bio Gene Vet FeLV RNA Viral PCR é um ensaio in vitro baseado na
detecgdo quantitativa do RNA do FelV através da RT-PCR em tempo real.

O método de RT-PCR em Tempo Real é usado para amplificar o RNA do
patoégeno. Um termociclador de PCR em Tempo Real é usado para amplificar e
detectar a sonda fluorescente. O software do aparelho calcula a concentragéo
de RNA do patégeno expressa em copias/jL, utilizando a curva padréo gerada
a partir do padrao quantitativo contido no Kkit.

APRESENTAGAO
Apresentagao

Reagente Bio Gene Vet FeLV RNA Viral PCR
50 Testes 100 Testes

R1 1x55pL 1x 110 pL
R2 1 x 500 pL 1x1,0mL
R3 1x55puL 1x 110 pL
R4 1x 250 pL 1 x 500 L

R5 1x 750 pL 1x1,5mL
R6 1x 750 pL 1x1,5mL
R7 1x250 pL 1x500 L

R8 1x20pL 1 x40 pL
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REAGENTES

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

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

R3. Solugéo PCR CI: Primer, Sonda, TRIS-HCI.

R4. Padréo A (2 x 10° copias/pL): Plasmideo, TRIS-HCI, EDTA.
R5. Diluente: TRIS-HCI, EDTA.

R6. Agua: Agua livre de DNase/RNase.

R7. Controle Interno: Plasmideo, TRIS-HCI, EDTA.

R8. Transcriptase Reversa: Transcriptase Reversa, Estabilizantes.

EQUIPAMENTOS E INSUMOS OPERACIONAIS
Materiais contidos no kit:

- Reagentes descritos no quadro anterior.

- Instrugdes de uso (manual).

Materiais necessarios, mas nédo contidos no kit:

1- Sistema odtico programavel de detecg¢do 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 nucleicos;

CONDIGOES DE ARMAZENAMENTO E TRANSPORTE

A temperatura de armazenamento e transporte é de -20°C (-10 a -30°C).
Evite realizar mais de cinco ciclos de congelamento e descongelamento dos
reagentes. Caso seja necessaria uma utilizagdo mais frequente, recomenda-se
a aliquotagem dos reagentes para preservar sua estabilidade e desempenho.
Manter ao abrigo da luz e evitar umidade.
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CUIDADOS ESPECIAIS

1- Produto desenvolvido para diagnéstico molecular veterinario in vitro. O
uso deve ser restrito a profissionais qualificados e conforme as legislagdes e
normas técnicas aplicaveis.

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

3- Manusear e descartar todas as amostras biolégicas, 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 seguran¢a adequadas.

4- Procedimentos de biologia molecular, tais como a extragdo de &cidos
nucleicos, transcricdo reversa, amplificagdo e detec¢do requerem pessoal
qualificado para evitar o risco de resultados errados, especialmente devido a
degradacéo de &cidos nucleicos contidos nas amostras ou contaminagéo da
amostra por produtos de amplificagéo.

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

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 RNA a -20°C, caso ndo sejam utilizadas
imediatamente.

9- Nao usar o kit apos 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 Segurancga)
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 manutengdes
periédicas.
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AMOSTRAS

O kit recomenda, preferencialmente, a utilizagdo de sangue total coletado em
EDTA como amostra inicial. Entretanto, para minimizar o risco de interferéncias
decorrentes de DNA residual, orienta-se que o protocolo de extragdo seja voltado
a recuperagdo exclusiva de RNA, incluindo etapa de tratamento com DNase.
Na eventualidade de risco identificado de interferéncia por DNA proviral de
FelV, recomenda-se a utilizagdo de plasma ou soro como amostras bioldgicas
alternativas, visando a investigagdo do RNA viral de particulas circulantes.
Outros tipos de amostra podem ser utilizados de acordo com recomendagdes
meédicas ou do préprio laboratério. As amostras devem ser coletadas de acordo
com as recomendagdes do laboratério para testes moleculares. Devem ser
transportadas e armazenadas entre 2 e 8°C por até 3 dias’. Utilizar amostras
de RNA com pureza e concentragdo adequadas para amplificagdo por PCR.
Deve-se evitar o congelamento e descongelamento repetido.

PROCEDIMENTO
A. Extragdo do RNA

Os acidos nucleicos (RNA) das amostras devem ser extraidos seguindo as
instrucdes de uso do kit escolhido. Para o controle do processo de extragédo,o
Controle Interno (R7) deve ser preparado (vide item B) e adicionado as
amostras durante a extragdo, conforme descrito abaixo:

1- Adicionar 5 pL do Controle Interno (R7) a cada tubo contendo as amostras
ja ressuspendidas em tampéo de extragao / lise.

2- Completar o processo de extragdo de acordo com as instrugées de uso do
kit de extragao.

OBS.: Nunca adicionar o Controle Interno (R7) diretamente a amostra
biolégica pura, pois pode resultar em degradacdo do mesmo.

B. Preparo dos reagentes

Os reagentes R4 e R7 contém molde de DNA/RNA e devem ser manipulados
em area apropriada para evitar a contaminagéo dos demais reagentes.

1- Centrifugar (pulso spin) os reagentes Solugédo PCR (R1), Solugdo PCR CI

(R3), Padrao A (R4) e Controle Interno (R7) antes da abertura dos microtubos.
2- O Mix Taq (R2) ndo contém fluoréforo de referéncia passiva (ROX).
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C. Diluigao dos Padrées Quantitativos*

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

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

3- Em seguida, pipetar 10 pL do Padrdao A (R4) no microtubo B e
homogeneizar.

4- Trocar a ponteira e pipetar 10 yL do microtubo B no microtubo C e
homogeneizar.

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

6- No final da diluicdo temos padrées A, B, C e D com as seguintes
concentragdes:

Padrdo A — 2 x 10° cépias/uL
Padréo B — 2 x 10* cépias/pL
Padréo C — 2 x 10° copias/uL
Padréo D — 2 x 102 copias/pL

*A diluigdo da curva padrdo deve ser realizada para o teste quantitativo.

D. Preparo da PCR

1- Separar previamente os microtubos/pogos a serem utilizados, de acordo com o
numero de amostras, Controles e Padroes Quantitativos a serem analisados.

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

1 25 50 100
Reagentes Reagéo/ Reacgdes/ | Reagdes/ Reacdes/
Teste Testes Testes Testes
Mix Taq (R2) 10 pL 250 pL 500 pL 1mL
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Solugédo PCR 1L 25 L 50 uL 100 pL
(R1)
Transcriptase 04 uL 10 uL 20 L 40 uL
Reversa (R8) A H . g
Solugédo PCR
CI (R3) Tt ou . o
Agua (RS) 261l 65 L 130 uL 260 uL

Para o preparo de nimero de reacdo/teste diferente deve-se multiplicar o
volume dos reagentes para 1 reagé@o pelo nimero de reagdes necessarias.

3- Pipetar 15 pL da solugdo de PCR final nos tubos ou pogos determinados
para as reagoes.

4- Adicionar 5 pL do RNA extraido da amostra ou 5 pL do Padréo Quantitativo
ou 5 L de Agua (R6), usada como controle negativo.

5- Homogeneizar bem.

6- Observe que o volume total da reagdo € de 20 L, e cada corrida de PCR
deve incluir os controles relevantes (Controle Negativo, Controle Positivo ou
Padrées Quantitativos).

7- Homogeneizar bem.

8- Transporte os tubos/placa para o termociclador.

E. Defini¢ées do termociclador para a PCR em Tempo Real

Verificar o manual de operagéo do equipamento de PCR em tempo real para a
programagao do experimento.

1- Defina o tipo de experimento:
Teste Quantitativo com Curva Padrao ou Teste Qualitativo.
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OBS.: No caso do teste qualitativo, o Padrdao A (R4) pode ser utilizado como
Controle Positivo de amplificagéo.

2- Defina os detectores (sondas) fluorescentes como:

Alvo Detector Quencher
FeLV RNA Viral FAM
NFQ-MGB
Controle Interno VIC

OBS.:

» Os Padrées Quantitativos ndo apresentam o Controle Interno (VIC), pois o
mesmo é utilizado para o controle da extracédo e da amplificagdo das amostras.
* As amostras extraidas devem ser marcadas com os detectores FAM e VIC.

3- Defina os Padrdes Quantitativos (Standards) como*:
Padrdo A — 2 x 10° copias/pL

Padréo B — 2 x 10* copias/pL

Padrédo C — 2 x 10° copias/uL

Padrao D — 2 x 102 copias/uL

*Programagdo utilizada no teste quantitativo

4- Defina as condigdes dos ciclos:

Etapas Temperatura Tempo Ciclos
1 55°C 10 minutos 1
2 95°C 3 minutos 1
95°C 15 segundos
3 45
60°C 60 segundos

Defina “Data Collection” como “stage 3, step 2 (60°C - 0:60)”.
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F. Validagao do Resultado

1- Curva padrao

Curva padrao Faixa permitida Amplificagcao/Detecgao

Coeficiente de

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

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

2- Amostras

FeLV RNA VIRAL PCR
Resultado Detecgao
FAM viC
Presencga de < . -
amplificagio CT<35 Positivo Valida
ou
Concentragao CT>35 Positivo Invélida*
determinada
Auséncia de . -
amplificagio CT<35 Negativo Valida
ou
Concentragéo cT>35 Negativo Invalida*
indeterminada

*OBS: Os valores de CT do Controle Interno variam de acordo com as
condigdes do processo, como a eficiéncia da extracdo do RNA, a concentragéo
das amostras e as configuragdes do termociclador. Logo, estas condigdes
devem ser avaliadas quando os valores de CT nao forem adequados e, se
pertinente, os resultados podem ser validados.

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

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

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

O software do termociclador calcula automaticamente a concentragdo das
amostras.

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

Resultado da Amostra em copias/pL (FAM) Copias por reagao
>1x10° >1.000.000
2 < Quantidade < 9 x 10¢ Quantidade obtida
<2 <10

A nao detecgdo do RNA do patdgeno ndo exclui a presenga de infecgdo quando o
titulo do patdégeno estiver abaixo do limite de detecgéo deste kit.

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

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

Sensibilidade Analitica
A técnica foi capaz de detectar aproximadamente 2 moléculas alvo em 1 pL do
produto de extragdo de RNA adicionado a reagéo de amplificagéo.

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

O virus da Leucemia Felina (FeLV) pertence a familia Retroviridae e ao género
Gammaretrovirus. O FelV infecta felinos domésticos e selvagens em todo o
mundo. Acredita-se que a transmiss&o ocorra principalmente pelo contato direto
e indireto com a saliva, o compartilhamento de alimentos, bem como através do
sangue, fezes e leite materno. O FelV ja foi considerado o maior responsavel
pela mortalidade de felinos domésticos causando tumores (linfomas), anemia,
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infecgbes secundarias por supressdo da médula dssea e sistema imunoldgico.
Uma proporgéo de felinos desenvolve uma infecgéo regressiva que ocorre quando
ndo ha viremia ativa. A detecgdo quantitativa do FelLV por PCR em tempo real
tem grande importancia por ser um método sensivel, preciso e &gil, para idetificar
portadores latentes, avaliar o risco de reativagdo, prevenir a transmisséo e definir o
melhor manejo clinico do gato infectado.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1. CLINICAL AND LABORATORY STANDARDS INSTITUTE (CLSI).
Collection, transport, preparation and storage of specimens for molecular
methods; approved guideline. CLSI document MM13-A. Pennsylvania, USA:
Clinical and Laboratory Standards Institute, 2005.

2. Hofmann-Lehmann R, Huder JB, et al. Feline leukaemia provirus load
during the course of experimental infection and in naturally infected cats. J
Gen Virol. 2001 Jul;82(Pt 7):1589-96.

3. Tandon R, Cattori V, et al. Quantifi cation of endogenous and exogenous
feline leukemia virus sequences by real-time PCR assays. Vet Immunol
Immunopathol. 2008 May 15;123(1-2):129-33.

4. Tandon R, Cattori V, et al. Quantitation of feline leukaemia virus viral
and proviral loads by TagMan real-time polymerase chain reaction. J Virol
Methods. 2005 Dec;130(1-2):124-32.

‘ QUIBASA QUIMICA BASICA Ltda

Rua Teles de Menezes, 92 — Santa Branca

CEP 31565-130 — Belo Horizonte — MG — Brasil
Tel.: (31) 3439.5454

E-mail: sac@bioclin.com.br

CNPJ: 19.400.787/0001-07 — Industria Brasileira

ATENDIMENTO AO CONSUMIDOR
Servigo de Assessoria ao Cliente
Tel.: 0800 0315454

E-mail: sac@bioclin.com.br

12 Portugués



BlO VET FeLV RNA VIRAL PCR

Bioclin- Quinasa

NUMERO DE CATALOGO ‘ FABRICADO POR
NUMERO DO LOTE . CONTROLE
@ DATA DE FABRICAGAO . CONTROLE POSITIVO
DATA DE VALIDADE
@ (altimo dia do mes) CONTROLENEGATVD
LIMITE DETEMPERATURA s
{conservara) RISCO BIOLOGICO
O CONTEUDO E SUFICIENTE
W e o
=
CONSULTAR INSTRUGOES =
[:[z_] DEUSO \ﬂ W | corrosvo
J
PRODUTO PARA
TOXICO

DIAGNGSTICO INVITRO

D i
el NAO UTILIZAR SE A
]
Z t WEeHon EMBALAGEM ESTIVER
DANIFICADA
a
PRODUTO
. NAO REUTILIZE proouro
m o . o

Portugués 13



BIO VET

Bioclin - QUIBASA

Bioclin - QuiBasa

Rua Teles de Menezes, 92 . Belo Horizonte . MG . Brasil . CEP: 31565-130
Tel +55 31 3439 5454 . www.bioclin.com.br
FARM. RESP. Silvio Wandalsen Arndt - CRF MG 7422
C.N.P.J.: 19.400.787/0001-07 - Industria Brasileira



