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FINALIDADE

Teste para detecgdo quantitativa do DNA de espécies do género Anaplasma em
amostras bioldgicas através da reagcdo em cadeia da polimerase (PCR) em tempo
real. Produto desenvolvido para diagnéstico molecular veterinario in vitro. O uso
deve ser restrito a profissionais qualificados e conforme as legislagcées e normas
técnicas aplicaveis.

PRINCIPIO DE AGAO

O kit Bio Gene Vet Anaplasma spp. PCR é um ensaio in vitro baseado na
detecgdo quantitativa do DNA de Anaplasma spp. através da PCR em tempo
real. O método de PCR em tempo real é usado para amplificar o DNA do
patégeno. Um termociclador de PCR em tempo real é usado para amplificar e
detectar a sonda fluorescente. O software do aparelho calcula a concentragéo
de DNA do patégeno expressa em cépias/pL, utilizando a curva padrédo gerada
a partir do padréo quantitativo contido no kit.

APRESENTAGAO
Apresentacao

Reagente Bio Gene Vet Anaplasma spp. PCR
50 Testes 100 Testes

R1 1x55uL 1x 110 pL
R2 1x 500 uL 1x1,0mL
R3 1x55uL 1x110 pL
R4 1x250 uL 1x500 uL
R5 1x 750 uL 1x1,5mL
R6 1x 750 uL 1x1,5mL
R7 1x 250 uL 1x 500 L
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REAGENTES

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

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

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

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

R6. Agua: Agua livre de DNase/RNase.

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

EQUIPAMENTOS E INSUMOS OPERACIONAIS
Materiais contidos no kit:

- Reagentes descritos no quadro anterior.

- Instrugdes de uso (manual).

Materiais necessarios, mas nao contidos no kit:

1- Sistema otico 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 nucleicos ;

CONDIGOES DE ARMAZENAMENTO E TRANSPORTE

Atemperatura 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 utilizagcdo mais frequente, recomenda-se
a aliquotagem dos reagentes para preservar sua estabilidade e desempenho.
Manter ao abrigo da luz e evitar umidade.

CUIDADOS ESPECIAIS

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

2- Seguir com rigor a metodologia proposta para a obtengdo de resultados
exatos.
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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 biologicas 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 acidos
nucleicos , transcricdo reversa, amplificacdo e detec¢do requerem pessoal
qualificado para evitar o risco de resultados errados, especialmente devido a
degradacdo de acidos nucleicos contidos nas amostras ou contaminagdo da
amostra por produtos de amplificagéo.

5- E necessario dispor de areas separadas para a extragdo/preparacéo de
reagbes e para a amplificagdo/deteccdo de produtos. Nunca introduzir um
produto de amplificagdo na area destinada para a extragdo ou preparagéo 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 DNA 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 protegéo
ambiental para que o descarte dos reagentes e do material biolégico seja feito
de acordo com a legislagéo vigente.

11- Para obtengao de informagdes relacionadas a biosseguranga ou em caso de
acidentes com o produto, consultar as FDS (Ficha com Dados de Seguranga)
disponibilizadas no site www.bioclin.com.br ou através de solicitagéo 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.

Portugués 5



Anaplasma spp. PCR BIO VET

Bioclin- Quieasa

AMOSTRAS

Este kit pode ser utilizado com amostras de DNA extraidas de sangue total com
EDTA, tecidos de bago, figado, pulmao, rim e linfonodos obtidos em necropsia,
além de carrapatos coletados dos animais para investigacéo de agentes vetoriais.

NOTA: A selecdo da amostra para o diagnéstico molecular de Anaplasma spp.
deve acompanhar a espécie envolvida, o quadro clinico e o estagio da infecgao.
Em cées e gatos, o sangue total é a amostra de escolha, uma vez que diferentes
espécies do género circulam preferencialmente na corrente sanguinea. Nos
ruminantes, a fase aguda cursa com bacteremia elevada, tornando o sangue
total a matriz preferencial. Em animais necropsiados, baco, figado e outros
érgaos hematopoiéticos aumentam a chance de detecgdo. A correlagéo entre a
apresentagao clinica e o tipo de amostragem € essencial para reduzir o risco de
falsos negativos e maximizar a sensibilidade da PCR em tempo real.

Outros tipos de amostra podem ser utilizados de acordo com recomendagdes
médicas 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
DNA com pureza e concentragao adequadas para amplificagdo por PCR. Deve-se
evitar o congelamento e descongelamento repetido.

PROCEDIMENTO
A. Extragdo do DNA

Os acidos nucleicos (DNA) das amostras devem ser extraidos seguindo as
instrucdes de uso do kit escolhido. Para o controle do processo de extragao,
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 extragado / lise.

2- Completar o processo de extragcdo de acordo com as instru¢gdes de uso do
kit de extragao.

OBS.: Nunca adicionar o Controle Interno (R7) diretamente a amostra
biolégica pura, pois pode resultar em degradagdo do mesmo.
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B. Preparo dos reagentes

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

1- Centrifugar (pulso spin) os reagentes Solugdo PCR (R1), Solugao PCR CI
(R3), Padrao A (R4) e Controle Interno (R7) antes da abertura dos microtubos.
2- O Mix Taq (R2) nao contém fluoréforo de referéncia passiva (ROX).

C. Diluigao dos Padrées Quantitativos*

1- Separar 3 microtubos (ndo fornecidos no kit) adequados para a diluigao
seriada do Padréo 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 pL do microtubo B no microtubo C e
homogeneizar.

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

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

Padrédo A — 2 x 10° copias/pL
Padréo B — 2 x 10* copias/pL
Padréo C — 2 x 10° copias/pL
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 Padrdes Quantitativos a serem analisados.

2- Preparar o volume da solugdo de PCR final de acordo com o nimero de reagdes
a ser realizadas.
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1 25 50 100
Reagentes Reacéo/ Reacdes/ | Reacbes/ | Reagdes/
Teste Testes Testes Testes
Mix Taq (R2) 10 uL 250 pL 500 L 1mL
Solugédo PCR (R1) 1uL 25 UL 50 L 100 pL
Solugédo PCR CI (R3) 1uL 25 uL 50 L 100 pL
Agua (R6) 3uL 75 uL 150 pL 300 L

Para o preparo de nimero de reacéo diferente deve-se multiplicar o volume dos
reagentes para 1 reacgéo 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 DNA extraido da amostra ou 5 uL do Padrdo Quantitativo
ou 5 L de Agua (R6), usada como controle negativo.

5- Homogeneizar bem.

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

7- Homogeneizar bem.

8- Transporte os tubos/placa para o termociclador.

E. Definigées do ter iclador para a PCR em Tempo Real

Verificar o manual de operagao 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.

OBS.: No caso do teste qualitativo, o Padrao A (R4) pode ser utilizado como
Controle Positivo de amplificagéo.

2- Defina os detectores (sondas) fluorescentes como:

8 Portugués



BIO VET Anaplasma spp. PCR

Bioclin- Quieasa

Alvo Detector Quencher
Anaplasma spp. FAM

P PP NFQ-MGB
Controle Interno VIC

OBS.:

* Os Padrbes 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 Padrées Quantitativos (Standards) como*:
Padrdo A — 2 x 10° cépias/pL
Padréo B — 2 x 10* copias/pL
Padréo C — 2 x 10° copias/uL
Padréo D — 2 x 102 copias/pL

*Programacéo utilizada no teste quantitativo.

4- 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°C - 0:60)".
F. Validagcao do Resultado

1- Curva padrao

Curva padrao Faixa permitida Amplificacido/Deteccao

Coeficiente de
correlagéo (R?)

0,99 <R?2<1,00 Valida
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Se o valor de R? nao ficar entre os limites da faixa permitida, o resultado é
considerado invélido e o teste deve ser repetido.

2- Amostras

Anaplasma spp.
P il Resultado Deteccao
FAM vic
Presencga de < . -
amplificagio CT=<35 Positivo Valida
ou
Concentragdo CT>35 Positivo Invalida*
determinada
Auséncia de < X L
amplificagio CT=<35 Negativo Vélida
ou
Concentragéo cT>35 Negativo Invalida*
indeterminada

*OBS.: Os valores de CT do Controle Interno variam de acordo com as
condi¢des do processo, como a eficiéncia da extragcdo do DNA, a concentragao
das amostras e as configuragdes do termociclador. Logo, estas condi¢des
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 n&o invalida o teste.

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

G. Interpretacgdo 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.
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Exemplo: Se o programa mostrar uma concentragdo como 2.00E+005, entao
a concentragao da amostra sera 2.0 x 10° cépias/pL.

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

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

Os resultados fornecidos por este kit devem ser interpretados pelo profissional
meédico responsavel, ndo sendo o Unico critério para a determinagao do diagnostico
elou tratamento do paciente.

Os resultados obtidos devem ser avaliados considerando os dados clinicos e os
exames laboratoriais do paciente.

Limitagdes do Processo
Contaminagdes 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 1 pL do
produto de extragdo de DNA adicionado a reagédo 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 nucleicos , e a
sensibilidade do equipamento termociclador em tempo real usado.

Significado Clinico

O género Anaplasma agrupa bactérias Gram-negativas intracelulares obrigatérias,
da familia Anaplasmataceae, que infectam células sanguineas (eritrécitos,
neutrdfilos, mondcitos ou plaquetas) de diferentes espécies animais. Em caes,
destacam-se especialmente Anaplasma platys, agente da trombocitopenia ciclica,
e cepas de Anaplasma phagocytophilum associadas a anaplasmose granulocitica,
quadros que cursam com febre, letargia, anorexia, claudicagéo, dor articular,
trombocitopenia e outras alteragdes hematoldgicas, muitas vezes em coinfecgéo
com outros patégenos transmitidos por carrapatos.
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Em ruminantes, Anaplasma marginale é o principal agente da anaplasmose bovina,
enfermidade transmitida principalmente por carrapatos e fémites contaminados,
responsavel por anemia hemolitica progressiva, febre, ictericia, perda de
condicionamento corporal, queda na produgdo de leite e, em casos graves,
morte. Em dreas endémicas, a doenga causa importantes perdas econémicas
por mortalidade, descarte, custos terapéuticos e restrigbes de movimento de
animais. Em ovinos e caprinos, Anaplasma ovis e outras espécies relacionadas
podem provocar desde infecgdes subclinicas até quadros de anemia, perda de
peso e diminuigdo do desempenho produtivo, frequentemente subdiagnosticados
em rebanhos de regides tropicais e subtropicais. Em equinos e outros pequenos
animais, ainfecgado por A. phagocytophilum também esta associada a anaplasmose
granulocitica, com manifestagdes clinicas semelhantes as observadas em cées.

A apresentagdo clinica da anaplasmose é inespecifica e pode mimetizar
outras doengas infecciosas ou metabdlicas, especialmente em caes com
quadro compativel com erliquiose ou babesiose, ou em bovinos com doencas
hemoparasitarias concomitantes. Nesses contextos, métodos tradicionais como
o exame direto em esfregago sanguineo apresentam sensibilidade limitada,
sobretudo em portadores croénicos com baixa parasitemia. Testes sorolégicos
auxiliam na triagem, mas ndo distinguem infeccdo ativa de exposicdo prévia,
podem apresentar reagdes cruzadas entre espécies e ndo permitem avaliar
adequadamente animais recentemente infectados ou vacinados.

Ensaios de PCR em tempo real para Anaplasma spp. tornaram-se ferramentas
centrais no diagndstico, permitindo a detecgao direta do DNA bacteriano com
alta sensibilidade, inclusive em portadores subclinicos ou em infecgdes iniciais,
e em diferentes espécies animais. A PCR em tempo real é capaz de detectar
cargas muito baixas de Anaplasma spp. em sangue e tecidos, superando a PCR
convencional e os métodos classicos em precisdo diagnostica e reprodutibilidade,
além de ser adequada para monitorar programas de controle e avaliar eficacia de
tratamentos. Em caes, a detecgdo molecular de Anaplasma spp. em sangue total &
particularmente Util em animais com sinais clinicos inespecificos, trombocitopenia
ou histérico de exposigdo a carrapatos, permitindo confirmar ou descartar a
participagdo do género no quadro clinico.

Nesse cenario, o kit Bio Gene Vet Anaplasma spp. PCR oferece uma solugédo
moderna e robusta para a detecgdo direta do DNA de bactérias do género
Anaplasma em muiltiplas matrizes veterinarias, incluindo sangue total com EDTA
e tecidos de animais domésticos e de produgdo. O kit € indicado para laboratérios
veterindrios que buscam alta sensibilidade e especificidade no diagnéstico de
anaplasmose em cées, gatos, bovinos, pequenos ruminantes e equinos, tanto em
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casos clinicos agudos quanto em investigacdes de portadores cronicos, surtos em
rebanhos e estudos epidemiolégicos.
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