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Kit para Deteccao Molecular de DNA

do Virus da Leucemia Felina (FeLV)

Somente para uso \éterinario e In vitro
SKU30FLV104  Instrucdes de uso

FINALIDADE

O kit contém todos os componentes requeridos para executar o
teste de forma rapida e simples.

PRINCIPIO

O PCRun® é usado para detecgdo qualitativa do Virus da
Leucemia Felina (FelLV) isolado de sangue total, swab oral
faringe e conjuntiva de felinos. Este kit foi desenvolvido
para ser usado com DNA extraido por meio do kit de
extracdo de DNA PCRun® 30PRE104 e um bloco de
aquecimento compativel.

ESTOCAGEM E MANUSEIO

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

N&o utilizar ap6s a validade informada no rétulo.

N&o congelar.

Nao submeter a altas temperaturas

Precaucdes:

= Para evitar contaminacdo de DNA na reacéo, sempre utilizar luvas
descartaveis durante a realizagéo do teste.

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

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

= N&o utilize o kit se a embalagem ou o0s componentes
estiverem danificados.

= Cada componente neste kit € adequado para uso apenas com um
nimero de lote especifico. Os componentes foram homologados
no controle da qualidade como unidade de lote padrdo. Nao
misturar componentes de diferentes nimeros de lote.

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

* Realizar a extracdo de DNA em uma é&rea separada da area
utilizada para a reagdo PCRun

INFORMACOES

O Virus da Leucemia Felina (FeLV) é um dos principais patégenos da
fauna doméstica e gatos selvagens. E um retrovirus de fita simples
que depende de um DNA intermediario para replicacdo. Se o sistema
imunolégico do gato ndo for capaz de neutralizar o virus, o RNA viral é
transformado e incorporado no genoma do gato. O DNA integrado é
denominado "provirus".

Uma vez localizada no genoma, a divisdo celular resultara em células
filhas que contém o DNA viral. O resultado é a persisténcia ao longo
da vida do virus. O FelLV é transferido principalmente pela exposicéo
oronasal, saliva e secre¢des nasais, geralmente por meio de higiene
mutua e tigelas comunitarias de comida e agua. A transmisséao vertical
é considerada de importancia secundaria’. O desenvolvimento da
doenca pode ser diferente para cada gato. Uma vez expostos,
os felinos podem desenvolver uma infecgdo progressiva que leva a
doencgas associadas ao FelLV ou a uma infecgdo regressiva que
se apresenta como uma infeccdo indetectavel ou viremia
transitéria®. Esses gatos latentemente infectados ja demonstraram ter
persisténcia do virus no baco, medula 6ssea, linfonodos,
intestino delgado e glandulas mamarias?. O progndstico de gatos
infectados depende do sistema imune e idade, bem como da
patogenicidade, pressdo de infecgéo e concentragéo do virus®.

A

Biogal Galed Labs

DIAGNOSTICO

Durante os estagios iniciais, o virus se espalha para linfocitos e
mondcitos circulantes, distribuindo o virus para os tecidos linfoides
por todo o corpo. Um passo importante no processo da doenga é
a infeccdo da medula dssea, onde as células precursoras se
tornam positivas para o virus. Linfécitos, granulécitos e mondcitos
infectados sao liberados no sangue, espalhando o virus por todo o
corpo, infectando 6rgdos e tecidos. O FelLV pode demonstrar
vérios sinais clinicos.

Os pacientes podem apresentar um ou mais dos seguintes
sintomas; anemia, linfonodos aumentados, perda de peso,
fraqueza progressiva, letargia e inflamagdo do nariz, cornea,
gengivas e/ou boca“. Varios testes imunoldgicos e moleculares
foram desenvolvidos para auxiliar no diagnéstico de infecgbes por
FeLV. O isolamento do virus continua sendo o padrdo-ouro. O
teste de imunofluorescéncia (FAT) de base sorologica e o ensaio
de imunoabsorgdo enzimatica (ELISA) estdo disponiveis, mas os
gatos devem estar infectados por 6 e 4 semanas,
respectivamente, para testarem positivo®. Os testes que detectam
a presenga do antigeno FelLV sdo mais aplicaveis em termos
diagnosticos. Para definir a infeccdo progressiva, esses testes
devem identificar a presenga de antigenos associados as células.
Métodos de reagdo em cadeia da polimerase (PCR) que tém
como alvo o DNA ou RNA viral do FeLV foram desenvolvidos para
o diagndstico na fragdo leucocitaria do sangue total. Os testes
baseados em RNA s&o adequados para uso durante os estagios
virémicos iniciais, enquanto os testes moleculares orientados para
DNA sao aplicaveis para determinar a exposi¢cdo anterior e a
doenga latente. Com os testes moleculares, resultados positivos
podem ser obtidos em menos de duas semanas apds a exposi¢cao
e, portanto, séo considerados abordagens sensiveis e precisas
para o diagndstico®.

CONTEUDO DO KIT

Conteldo 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 SOLUGCOES 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)

= Temporizador

= Tesoura

= Caneta marcadora permanente de ponta fina

= Luvas descartaveis

COLETA, ESTOCAGEM E TRANSPORTE

O kit é utilizado para a deteccéo do acido nucleico extraido de 50 pL
de sangue total, utilizando reagentes para extracéo rapida de DNA.
As amostras podem ser colhidas de preferéncia com EDTA.
Anticoagulantes possuem uma substancial consequéncia em
reacbes de PCR e por essa razdo € necessario que o volume de
sangue seja corretamente colhido de acordo com as instruges
contidas no tubo. Para melhores resultados, use sempre
amostras frescas e DNA recém-extraido. Se ndo 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.
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PROTOCOLO - REACAO PCRun®

1. Limpar a area de trabalho para o ensaio com solugdo de
hipoclorito a 3,5%, diluido com dgua numa proporg¢éo de 1:10.

2. Material para o ensaio:

DNA extraido da amostra com o extrator de DNA N°30PRE104;
Embalagem com os tubos de reacéo;
Pipetas capilares para 20 pL de volume; Marcador de ponta fina;

3. Ligar o bloco de aquecimento e ajustar a 60°C. Assim que 0
bloco atingir a temperatura, prosseguir.

4. Retirar e destacar os tubos necessarios para a reagdo
PCRun® da embalagem. Quatro tubos individuais estéo ligados
por um espacador de plastico fino. Utilizando uma tesoura pequena
e limpa, destacar o nimero necesséario de tubos sem abrir as
tampas. Tomar cuidado para retornar os tubos nao utilizados para a
embalagem de aluminio e selar completamente com fita adesiva
para manter um ambiente seco. Bata o tubo verticalmente e
suavemente sobre uma superficie plana e firme para que todo o
conteldo desca ao fundo do tubo. A pequena pastilha branca deve
estar localizada na parte inferior do tubo.

5. Identificar os tubos com o nimero 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
UL do DNA extraido com o Kit de Extracdo de DNA
PCRun® e transferi-lo para o tubo de reagdo. Confira se todo o
contelido da pipeta capilar foi transferido corretamente ao
tubo. Bata suavemente o tubo de reagdo em uma superficie
rigida para trazer todo o fluido para o fundo do mesmo. Incube
0 tubo em temperatura ambiente por 1 minuto para permitir que
o pellet se dissolva completamente.

7. Colocar o tubo de reacdo no orificio apropriado no bloco de
aquecimento pré-aquecido (60 °C) e incubar durante exatamente
1 hora. Nao abrir a tampa do tubo durante ou no final do periodo
de incubagéo.

8. No final do periodo de incubagao (1 hora), remover o tubo do
bloco de aquecimento e imediatamente analisar com o dispositivo
de detecgéo de &cido nucleico.

REACAO COM O DISPOSITIVO DE DETECGAO de DNA 4
amostras.

E necessario um dispositivo de deteccdo de éacido nucleico
descartavel para cada amostra. Abrir e remover o0s
componentes do dispositivo de detecgdo. O dispositivo €
composto por duas pegas de plastico, contendo no cartucho
amplicon um bulbo com tampdo e a camara de deteccgéo,
contendo a tira de fluxo lateral (Fig. 1).

1. Verificar se o bulbo contém o tampé&o.
2. ldentificar cada dispositivo com o nimero da amostra.

3. Fixar a se¢do da tampa do tubo de reagdo no espaco
localizado ao lado do bulbo com tampdo. Apligue uma leve
presséo para prender o tubo de reag&o no cartucho amplicon (Fig.
1).

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

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

6. Aguardar 15 minutos para ler os resultados. Resultados lidos
apos 30 minutos sao invalidos.
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Fig. 1
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Fechar o cartucho amplicon
Fixar o tubo de reacédo
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Colocar o cartucho na camara
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Abaixar a alavanca Pressionar até travar Ler o resultado

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
presenca do FelLV.

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 FelLV ou que o
ndmero de copias esté abaixo do limite de deteccéao.

Fig. 2

Controle —— C

Teste —— T

Positivo  Negativo Resultado Invalido

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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