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Kit para Deteccao Molecular de DNA

de Parvovirus canino e felino
Somente para uso \éterinario e In vitro
SKU30CFP104 Instrucdes de uso

FINALIDADE

O kit contém todos os componentes requeridos para executar

o teste de forma rapida e simples.

PRINCIPIO

O PCRun® ¢é wusado para deteccdo qualitativa do
Parvovirus Canino e Felino em DNA, extraido de sangue
total com o Kit de extragdo de DNA n° 30PRE104 Este kit foi
desenvolvido utilizar o DNA extraido com o kit de extracdo
de DNA PCRun® n°30PRE104 e um bloco de
aguecimento compativel.

ESTOCAGEM E MANUSEIO

Conservar entre 2-25 °C (temperatura ambiente ou refrigerado).
Evitar exposicao direta de luz solar.

Na&o utilizar ap6s a validade informada no rétulo.

N&o congelar.

N&o submeter a altas temperaturas

Precaucoes:

= Para evitar contaminac¢do de DNA na reacdo, sempre utilizar luvas
descartaveis durante a realizagdo do teste.

= Abrir e remover os tubos de reacdo PCRun das embalagens
seladas de aluminio, somente imediatamente antes da sua
utilizacao.

= Retornar os tubos de reagdo PCRun néo utilizados para a
embalagem de aluminio original, juntamente com o
dessecador. Selar com fita adesiva.

= Na&o utilize o kit se a bolsa ou os componentes estiverem
danificados.

= Cada componente neste kit € adequado para uso apenas com um
numero de lote especifico. Os componentes foram homologados
no controle da qualidade como unidade de lote padrao.

= Na&o misturar componentes de diferentes niumeros de lote.

= Utilizar procedimentos sanitarios do Brasil, destinados a residuos
bioldgicos e moleculares, no manuseio e descarte de
componentes do kit.

= Realizar a extragdo de DNA em uma area separada da area
utilizada para a reagdo PCRun.

INFORMACOES

O Parvovirus Canino (CPV) e o virus da Panleucopenia Felina
(FPLV) sdo agentes causadores de infec¢Bes parvovirais em
cdes e Panleucopenia em gatos (também conhecida como Enterite
Infecciosa Felina, Enterite Parvoviral Felina e Cinomose Felina).
Embora se pense que sejam especificas da espécie, novas
variantes do CPV desenvolveram o potencial de causar doencgas
também em gatos®. As infeccbes por CPV e FPLV resultam
em doengas altamente contagiosas com distribuicdo mundial
em animais silvestres e domésticos. As particulas Vvirais
podem ser transmitidas a um hospedeiro suscetivel por via
oronasal. Ambientes como abrigos de animais, pet shops, canis e
gatis séo propicios para a disseminagdo e transmissao dos virus.
Caninos e felinos de todas as idades podem ser infectados, mas a
doenca grave € mais comum em pacientes ndo vacinados ou
parcialmente vacinados entre 6 semanas e 4 meses de idade. O
periodo de maior suscetibilidade a infeccdo é quando os
anticorpos maternos estdo diminuindo e a imunidade induzida
pela vacina néo estéa totalmente desenvolvida. Tanto o CPV quanto o
FPLV estdo associados a alta morbidade e mortalidade, mas as
infeccbes podem variar de subclinicas a graves, dependendo
do estado imunolégico e da idade do animal. O virus infecta
e se replica inicialmente no tecido linféide orofaringeo. Possui
afinidade por células que se dividem rapidamente e, por esse motivo,
as células que revestem o trato intestinal e as que compéem a medula
6ssea sao as mais afetadas. Durante a fase aguda da infeccdo, as
particulas de

FPLV e CPV podem ser eliminadas na saliva, vémito, fezes ou urina.?
Os parvovirus sdo onipresentes, muito estaveis e resistentes a maioria
dos desinfetantes, tornando-os uma fonte de infeccdes para animais
suscetiveis.

DIAGNOSTICO

Cées e gatos afetados por infec¢bes agudas com CPV ou FPLV
apresentam sintomas semelhantes a doencas entéricas. O
primeiro sinal clinico, pirexia (3 a 5 dias apds a infecgdo pelo
virus), é seguido por excregdo viral nas fezes. O virus infecta
principalmente o revestimento do trato gastrintestinal, levando a
ulceracdo, descamacdo do epitélio intestinal, diarreia (menos
frequente em gatos), vomitos, desidratacdo, desnutricdo, anemia
e, muitas vezes, morte. Hemogramas completos mostram
diminuigdo dos leucdcitos. Um diagnoéstico provisério de infecgdo
viral por CPV ou FPLV é baseado na histéria geral (exposicéo a
contaminacao), histérico de vacinagdo, sinais clinicos e exames
de sangue®*. Véarios métodos moleculares direcionados a
deteccdo de CPV e FPLV em amostras de sangue e fezes
relataram excelente sensibilidade do que a imunocromatografia
convencional e estdo substituindo progressivamente o
procedimento de antigeno como procedimento padrdo para
vigilancia e diagnostico de virus.

CONTEUDO DO KIT

Conteudo Quantidade
4 tiras com reagentes liofilizados 1
Embalagem de aluminio com detector de acido 4
nucleico
Pipetas capilares de plastico - 20 pL* 5

* Pipetas calibradas e ponteiras com barreira para aerossol
podem ser usada no lugar das pipetas de plastico.

EQUIPAMENTOS E SOLUCOES NECESSARIOS:

= Biogal PCRun® Extrator de DNA da Amostra

= Bloco de aquecimento a 60 °C compativel com tubos de 0,2
mL para PCR.

= Bloco de aquecimento (comercializado pela Biogal)

= Tesoura

= Caneta marcadora permanente de ponta fina

= Luvas descartaveis

COLETA, ESTOCAGEM E TRANSPORTE

O kit é utilizado para a detec¢do do acido nucleico extraido de 50 pL
de sangue total com EDTA de preferéncia, utilizando reagentes para
extracdo rapida de DNA. Anticoagulantes possuem uma substancial
consequéncia em reacdes de PCR e por essa razdo é necessario que
o volume de sangue seja corretamente colhido de acordo com as
instrugcbes contidas no tubo. Para melhores resultados, use sempre
amostras frescas de DNA recém-extraido. Se nao for possivel, as
amostras e o DNA podem ser mantidos de 2 a 8°C por até 24 horas ou
-20°C por um periodo maior.



PROTOCOLO - REACAO PCRun®

1. Limpar a éarea de trabalho para o ensaio com solucédo de
hipoclorito a 3,5%, diluido com agua huma proporgéo de 1:10.

2. Material para o ensaio:

DNA extraido da amostra de sangue com extrator DNA N°30PRE104;
Embalagem com os tubos de reacéo;

Pipetas capilares para 20 L de volume;

Marcador de ponta fina;

3. Ligar o bloco de aquecimento e ajustar a 60°C. Assim que o
bloco atingir a temperatura, prosseguir.

4. Retirar e destacar os tubos necessarios para a reagdo

PCRun® da embalagem. Quatro tubos individuais estdo ligados
por um espagador de plastico fino. Utlizando uma tesoura
pequena e limpa, destacar o numero necessario de tubos sem
abrir as tampas. Tomar cuidado para retornar os tubos nao
utilizados para o envelope de aluminio e selar com fita adesiva e

o0 manter um ambiente seco. Bata o tubo verticalmente e
suavemente sobre uma superficie plana e firme para que todo

o contetdo desca ao fundo do tubo. A pequena

o pastilha branca deve estar localizada na parte inferior do tubo.

5. Identificar os tubos com o nlimero de cada amostra.

6. Abrir cuidadosamente a tampa dos tubos de reagdo, um de

cada vez. Com a pipeta capilar descartavel de 20 pL, pipetar 20 pL
do DNA extraido com o Kit de Extracdo de DNA PCRun® e
transferi-lo para o tubo de reacdo. Confira se todo o contetddo da
pipeta capilar foi transferido corretamente ao tubo. Bata
suavemente o tubo de reacdo em uma superficie rigida

para trazer todo o fluido para o fundo do mesmo. Incube o tubo
em temperatura ambiente por 1 minuto para permitir que o pellet
se dissolva completamente.

7. Colocar o tubo de reagdo no orificio apropriado no bloco de
aquecimento pré-aquecido (60 °C) e

>>>>>jncubar durante exatamente 25 MINUTOS.

N&o abrir a tampa do tubo durante ou no final do periodo de
incubacao.

8. No final do periodo de incubagdo (25 MINUTOS), remover o
tubo do bloco de aquecimento e imediatamente analisar com o
dispositivo de detecgédo de acido nucleico.

REACAO COM O DISPOSITIVO DE DETECGAO de DNA

E necessario um dispositivo de deteccdo de &cido nucleico
descartavel para cada amostra. Abrir e remover os componentes
do dispositivo de deteccdo. O dispositivo é composto por duas
pecas de plastico, contendo no cartucho amplicon um bulbo
com tampdo e a camara de detecgcdo, contendo a tira de fluxo
lateral (Fig. 1).

1. Verificar se o bulbo contém o tampé&o.

2. Identificar cada dispositivo com o nlimero da amostra.

3. Fixar a se¢do da tampa do tubo de reagdo no espago
localizado ao lado do bulbo com tamp&o. Apligue uma leve
presséo para prender o tubo de reagédo no cartucho amplicon

(Fig.1).

4. Feche bem o cartucho amplicon. Colocar o cartucho na
camara de deteccdo com o bulbo virado para baixo e para
frente do dispositivo.

5. Empurrar a alavanca para baixo para travar o
dispositivo.

6. Leia os resultados aos 15 minutos. Apés 30
minutos as leituras sao invalidas.
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LEITURA E INTERPRETACAO DO RESULTADO

Para que o resultado seja valido, devem-se observar os seguintes
requisitos (Fig. 2):

1. Resultado Positivo - Duas bandas aparecem, a linha de
controle superior e a linha de ensaio inferior. O surgimento de
ambas as linhas (a de controle e a linha do teste) indica a
presenga do Parvovirus canino ou felino.

2. Resultado Negativo - Uma Unica linha de controle aparece. A
linha de controle deve aparecer independentemente de um
resultado positivo ou negativo. O teste serd invalido se a linha do
controle ndo estiver presente. O aparecimento somente da linha
controle indica apenas a auséncia do DNA de Parvovirus ou que
0 numero de copias esté abaixo do limite de detec¢éo.

Fig. 2
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LIMITACOES

Como acontece com qualquer teste de diagndstico, o resultado do
PCRun® deve ser interpretado tendo em conta todos os dados
clinicos e laboratoriais.

SENSIBILIDADE

Este teste pode detectar 10° copias do gene alvo no DNA purificado.
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