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ID Gene™ Bluetongue Duplex

Ref: IDBTV-50/ IDBTV-100
50/ 100 testes

E

PCR Real Time para a detec¢do qualitativa do Virus da Lingua Azul (BTV)

Amostra adequada: sangue total de ruminantes (individual ou pool de até 10 amostras), 6rgao

gue pode ser utilizado (baco)

Para uso in vitro

o™

Produto veterinario isento de registro conforme Decr. 5053/2004 alterado pelo Decr. 8448/2015, art. 44, inciso XVI
Responsavel Técnica: Dra. Patricia Stocco Betiol - CRMV-SP n° 14795
Prazo de validade: vide bula
Proprietario e Fabricante: ID-VET, Grabels, Franca
Representante no Brasil e importador exclusivo: ID-VET América Latina Ltda.
Rua Candelaria, 49 — Sala 08; Indaiatuba — SP
C.N.P.J. 20.289.238/0001-96
Produto importado
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Informacodes gerais

e Caracteristicas

O kit ID Gene™ Bluetongue Duplex (IDBTV) é um PCR Tempo Real que amplifica uma sequéncia alvo do genoma viral do Virus da Lingua
Azul (BTV).

Este kit € um teste duplex qualitativo. Ele amplifica simultaneamente o RNA alvo e o controle endégeno interno.

O kit contém um controle positivo alvo (TPC-BTV) que é extraido da mesma forma que as amostras para validar a extragéo e a amplificacéo da
sequéncia alvo.

Este kit pode ser utilizado para testar sangue total de ruminantes coletado com o anticoagulante EDTA, em amostras individuais ou pools de até
10 amostras, ou utilizacdo de amostra de 6rgéo, no caso o bago.

e Componentes do kit e condig6es de armazenamento

O kit IDBTV contém os reagentes demonstrados abaixo:

Referéncia Componente Volume Descricao
TPC-BTV Controle positivo 550 pL BTV inativado, diluido em uma matriz de sangue negativa para o virus, liofilizado e
alvo i e calibrado entre 10 a 100 vezes do limite de deteccdo do método.

O granulo liofilizado deve ser reconstituido em 550 pL de agua destilada ou em
agua livre de Nucleasse.

ARM-BTV  Mix de Amplificacdo 400 pL Mix de reacdo, pronto para uso, contendo: transcriptase reversa, Taq polimerase e
de Reacgéo 1/ 2 tubos oligonucleotideos para a detecgdo do BTV e do controle positivo endégeno néo

alvo.
(tampa branca)

Todos os componentes devem ser estocados a < -16°C. E recomendado preparar aliquotas (minimo de 100 pL) e ndo descongelar os
componentes mais de 3 vezes.

e Equipamento necessério nao fornecido no kit

Todo o material a ser utilizado deve ter qualidade adequada para utilizagdo em biologia molecular.
Instrumento de amplificagéo:

- Termociclador Tempo Real capaz de ler os seguintes comprimentos de onda: 525nm (FAM), 548nm (Yakima Amarelo, equivalente
a VIC) e 650nm (Cy5).

Exemplos de termocicladores compativeis: CFX96™, Chromo4™ (Biorad), LC®480 I, LC®480 I, LC®96 Roche, AB® 7500 e Rotor-
Gene Q da Qiagen

Por favor, entre em contato com a IDvet para a utilizagdo de outros termocicladores.
- Aquecedor e agitador (ex: Thermomixer) capaz de aquecer a 95°C.
Consumiveis:
- Pipetas de precisao com capacidade para volumes entre 1 puL a 1000 pL com filtros de ponteiras livres de Nuclease.
- Tubos de 1,5 mL.

- Placas para PCR com 96 pocos, tiras ou microtubos de PCR (que tenham qualidade 6ptica compativel com o termociclador) e
apropriada pelicula adesiva adaptada ou tampas.

- Rack refrigerado.
Reagentes:

- E recomendada a utilizagéo de a4gua destilada ou livre de Nuclease.

Observacdes e precaucdes

Os componentes do kit ttm menos de 0,1% de substancias perigosas ou carcinogénicas, portanto, fichas de seguranca ndo sdo necessarias.
No entanto, é recomendado tomar precagdes adequadas como com qualquer produto bioquimico, e utilizar vestimenta adequada (como luvas
e aventais por exemplo).

Controles de extracdo

e Controles positivos

O kit IDBTV contém os seguintes controles positivos:

- Controle positivo alvo (TPC-BTV):

Esse controle consiste do virus BTV inativado, diluido em uma matriz de sangue negativa para o virus, liofilizado e calibrado entre 10 a 100
vezes do limite de deteccdo do método.

Esse controle valida a extracéo e a amplificagdo da sequéncia alvo.
Esse controle é preparado e extraido da mesma forma que as amostras a serem testadas.
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- Controle positivo endégeno ndo alvo (NTPCen):

Este controle esta constitutivamente presente nas células das amostras a serem testadas. Ele valida a lise celular (1) e a amplificagdo do gene
ndo alvo (2). Ele também confirma a presenca de células e da uma indicagdo do estado das amostras.

e Controles negativos

E recomendado incluir os seguintes controles negativos em cada corrida:

- Controle negativo de extracdo (NEC)

Este controle deve ser preparado e extraido da mesma forma que as amostras a serem testadas, mas ndo pode conter nenhum RNA
alvo. O volume ocupado pela amostra € substituido por uma matriz ndo reativa ou por agua livre de nucleasse.

- Controle negativo para amplificacdo (NAC)

Este controle contém 8uL de mix de reacdo (ARM-BTV) e 5 pL de agua livre de nucleasse. Ele é incluido em cada ciclo de anélise para o
controle da presenga de algum possivel contaminante aerossol.

e Extracdo do RNA viral

O RNA viral deve ser extraido da amostra a ser testada antes de ser amplificado no PCR Tempo Real.
Para isso, a IDvet Genetics oferece uma gama de kits de extracdo de acordo com o padrao Francés NF U47-600.

Descricao Nome do produto Cdédigo do produto

ID Gene™ Mag Universal Extraction Kit | MAG192/MAG384
ID Gene™ Mag Fast Extraction Kit MAGFAST384

ID Gene™ Spin Universal Extraction Kit ‘ SPIN50/SPIN250

Sistema de extragdo de granulos Magnético

Sistema de extragdo de coluna

e Extracdo dos controles

Os volumes do controle a ser extraido estédo descritos na tabela abaixo:

Importante:
- Os volumes indicados sao validos independente do sistema de extragdo.

- Os controles devem ser extraidos ao mesmo tempo que as amostras a serem testadas.

Controle Volume

TPC-BTV 50uL

Nota: Se o NEC for preparado com matriz de amostra negativa, consultar o protocolo do kit de extragdo para a matriz em questéo.

Protocolo de amplificacao

e Preparacgéo dareacdo de amplificacdo do PCR em Real Time (RT-PCR)

1.

Preparar um plano experimental para as analises das amostras e dos controles, assegurando-se que haja uma distancia entre o
controle positivo (TPC-BTV) e as outras amostras.

Descongelar o kit IDBTV preferencialmente a +5°C (+ 3°C) em rack refrigerado. Descongelar em temperatura ambiente (+21°C + 5°C)
apenas se a mistura for utilizada imediatamente apés o descongelamento.

Homogeneizar os componentes do tubo ARM-BTV por sistema voértex. Centrifugar em baixa rotagéo por curto periodo.

Adicionar 8 uL de ARM-BTV em cada microcavidade (“well”). Usar tiras (“strips”) para PCR ou microplacas adaptadas ao termociclador
que esta sendo utilizado.

Aquecer extemporaneamente 0 RNA extraido das amostras e dos controles durante 3 minutos (+1 min) a 95°C(+2°C)., para desnaturar
a fita dupla de RNA do BTV.

Imediatamente ap6s o0 aquecimento, colocar os extratos desnaturados em gelo ou em temperatura a +5°C (+3°C).

Adicionar a mistura reacional:

- 5 uL de RNA extraido de cada amostra a ser analisada
- 5 pyL de RNA extraido do TPC-BTV

- 5 uL do NEC extraido

- 5 pL de &gua livre de Nuclease (NAC)

Nota: E recomendado utilizar rack refrigerado, durante a distribuicio das amostras, para manter a desnaturacéo da fita dupla de RNA.

8.

Cobrir a placa ou as tiras com apropriada pelicula adesiva ou capas.

e Programacéo da fase de amplificacéo

1.

Programar os detectores do termociclador para ler os seguintes comprimentos de onda para cada microcavidade:

Alvo Fluoréforo A (nm) Quencher
BTV ‘ FAM ‘ 495-525 ‘ nao fluorescente
NTPCen ‘ VIC/Yakima Amarelo | 426-548 ‘ nado fluorescente (compativel com VIC/HEX)

Nota: Para equipamentos que requerem uma referéncia interna de calibragdo 6ptica, o mix de amplificagdo ARM-BTV contém ROX.
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2. Escolher entre os dois diferentes programas de amplificacdo validados pela IDvet Genetics:
- Programa padrao (permite que kits PCR de diferentes fornecedores sejam usados em uma Unica sess&o) ou
- Programa réapido

Passo Programa padrao | Programarapido Numero de ciclos
(1) Transcricéo reversa 10 min a 45°C 10 min a 45°C 1
(2) Ativacao da polimerase 10 min a 95°C 2 min a 95°C 1
(3) Desnaturagédo/alongamento do DNA 15 seg a 95°C 10 seg a 95°C 40
60 seg a 60°C 30 seg a 60°C

Nota: A leitura fluorescente é realizada no final da fase de alongamento a 60 <C.

3. Selecione um ou mais destes programas no termociclador e selecione um volume final de 13uL por PCR. Se diferentes volumes
forem combinados em uma Unica corrida, digite o maior volume na placa.
4. Coloque a placa de PCR, as tiras de PCR ou os capilares no termociclador e inicie o programa.

Validacao e interpretacdo dos resultados

e Validag&o do ensaio

A andlise dos resultados baseia-se no valor de ciclo de quantificagdo (Cqg) de cada amostra que é obtido por cada detector. O Cq também é
conhecido como valor de Ct (limiar do ciclo).

O teste é validado de acordo com os critérios descritos na tabela abaixo. O resultado n&do pode ser interpretado de forma confiavel se algum
dos critérios ndo for cumprido.

Controle Resultado esperado Critério de aceitacao
Detectado em FAM e VIC Presenca de curva caracteristica
TPC-BTV Consultar o valor de Cq fornecido no certificado de controle de
qualidade
NTPCen Detectado em VIC em cada amostra Presenca de uma curva caracteristica
Nada sera detectado se for usado agua Completa auséncia de curva caracteristica
NEC Detectado em VIC se for us’ada amostra negativa para o Presenca de curva caracteristica
virus
NAC Auséncia de deteccao Auséncia completa de curva caracteristica

Nota: O TPC-BTV pode ser usado para monitorar variagdes de sensibilidade analitica, porque é calibrado entre 10 a 100 vezes do limite de deteccdo do método.

e Sugestao de interpretagéo dos resultados

Para cada amostra, os resultados podem ser interpretados de acordo com o critério a seguir:

Amostra Sinal de Sinal de NTPCen Interpretacao
BTV
Detectado Detectado ou néo Animal detectado como positivo para BTV
Individual EEEE 20
Nao Detectado Animal néo detectado para BTV
detectado
Nao Nao detectado Ocorréncia de problema durante a distribuicdo da amostra ou no processo de
detectado extracao/a reacdo de PCR foi inibida
Pool de Detectado Detectado ou ndo Ao menos 1 animal detectado como positivo para BTV
EMIEELIES detectado E requerida a analise individual das amostras que foram testadas juntas
Nao Detectado Mistura de amostras negativas
detectado
Né&o Nao detectado QOcorreu um problema durante a distribuicdo ou processo de extragdo das
detectado amostras/ a reacdo de PCR foi inibida

Amostras ndo validadas:

- Se o NTPCen néo for detectado, mas a amostra for detectada como positiva para BTV, considerar a amostra como sendo positiva.
- Se o TPCen néo for detectado:

- Um problema ocorreu durante a distribuicdo das amostras ou durante o processo de extragdo. Neste caso, a amostra deve ser extraida
novamente.

- Ou areacgdo de PCR foi inibida. Neste caso, fazer uma nova amplificagéo seguindo o procedimento abaixo.
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Procedimento a sequir se areacdo de PCR foi inibida:

1. Diluir o RNA extraido 10 vezes em &gua livre de Nuclease.

2. Repetir a fase de amplificacdo em 5L dessa diluicao.

3. Se o NTPCen for detectado, interpretar a amostra de acordo com a tabela acima.
4.

Se o NTPCen néo for detectado, extrair novamente a amostra ou considera-la como ininterpretavel.

Documentacdo e suporte técnico

Para perguntas e suporte técnico, por favor, contatar: info@id-vet.com
Para informacdes adicionais, visite www.id-vet.com
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