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BioAmp IBDV

Referéncia: BRAOO12R025

Teste para deteccao do Virus da Doenca de Gumboro (IBDV) por Transcricdo Reversa seguida de
PCR em Tempo Real (RT-gPCR)
25 reagdes

O kit BioAmp IBDV é um sistema sensivel e especifico que contém todos os reagentes necessarios para a detecgdo e quantificacdo especifica
de RNA do gene VP2 do Virus da Doenga de Gumboro (IBDV, do inglés Infectious Bursal Disease Virus) em amostras bioldgicas. A técnica de
Transcrigdo Reversa seguida de Reagdo em Cadeia da Polimerase em Tempo Real (RT-gPCR) se baseia na amplificagdo de regides especificas
do genoma de um patdgeno. Na RT-gPCR, o produto amplificado € identificado mediante marcadores de fluorescéncia, os quais estdo ligados
as sondas oligonucleotidicas que se ligam especificamente a sequéncia alvo.

Este kit inclui no Master Mix um Controle Interno Exégeno (CIE) que controla a integridade da reagdo e ainda exclui a possibilidade de resultados
falsos negativos decorrentes substéncias inibidoras presentes na amostra.

Comp05|ga° do Kit a Insumos: Kit de extracdo de acidos nucleicos, ponteiras

Mistura otimizada de agua livre de de procedimento sem talco.
nucleases, tampao, dNTPs,

Master Mix enaima Tlaqt%(’"mefase’d . L ubor Avisos e precaugoes
BioAmp o'lgo,n.uc eotl e,o.s € sondas de tubo ] Uso exclusivo para diagndstico in vitro.
hidrolise especificos pa%ra 0 agente O N3ao utilizar se a embalagem estiver danificada.
alv’o e para o controle interno a Evitar a exposicio & luz.
ex°99”°- E O  Né&o utilizar o reagente ap6s a data de validade.
RT Enzima Transcriptase Reversa L (190 O Né&o abrir os tubos de PCR apds a amplificagdo.
EZSZS\I/Z R, Agua livre de nucleases 1 tubo m) Né_c? mistu,ral.' os r:eagentes de diferentes lotes.
5 Tubo correspende 3 35 Teaches. m} Ut~|I|zar plasticos livres dg nuclfeases. o .
O Nao congelar o Master Mix apos a adigao da enzima RT.
- 0 Todas as instrugdes devem ser lidas antes de realizar o
Condigoes de Armazenamento teste e estritamente seguidas.
0  Este produto é transportado sob refrigeragdo, ndo afetando
o desempenho do produto. Su porte téCI‘liCO
0 Mantenha o reagente congelado entre -15°C e -30°C ate o Para maiores informagdes e assisténcia técnica, entre em contato com
uso. _ o Suporte Técnico pelo e-mail biorise@biorise.com.br, site
O  Evite ciclos repetidos de congelamento/descongelamento biorise.com.br ou telefone (45) 99858-0038.

(>2 vezes) para garantir a estabilidade do kit.

" Histérico de revisdes
InformacgoOes de seguranca
0O Quando trabalhar com produtos quimicos use jaleco, luvas
e Oculos de protecdo adequados. Para obter mais MU-1BDV0002 03/2025 V02 20seg - 1 minuto
Nota: pequenas alteracdes tipogréficas, gramaticais e de formatacdo ndo sdo incluidas no
histérico de revisoes.

informagles, consulte os documentos sobre seguranga
(Safety Data Sheet, SDS) correspondentes.

0 Todos os residuos de amostra e os objetos que estiveram
em contato com os mesmos devem ser descontaminados
ou eliminados como material potencialmente infeccioso.

Equipamentos e insumos que devem ser

fornecidos pelo usuario o .
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0O Equipamentos: Termociclador para PCR em Tempo Real DNA SOLUCOES BIOMOLECULARES LTDA

com filtros para leitura dos fluoréforos FAM™ e HEX™ ou CNPJ 52.438.916/0001-21

similar, Cabine para PCR, micropipetas calibradas de Rua Das Cassias-Imperiais 290, Bairro: Biopark

volume varidvel (0,5uL a 1000uL), centrifuga de tubos, Toledo-PR CEP: 85.920-263
homogeneizador de tubos tipo vortex e raque para Fone: (45) 99858-0038
microtubos. biorise@biorise.com.br | biorise.com.br
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Procedimento de Uso

A. Extracao de acidos nucleicos
Os acidos nucleicos (DNA/RNA) devem ser extraidos da amostra e
purificados antes do uso do kit de PCR.

Os kits de extragdo de acidos nucleicos utilizados devem ser
previamente validados pelo usuario.

Apos a extragdo, os acidos nucleicos podem ser mantidos em gelo ou
de +2°C a +8°C por algumas horas até o uso. Para longos periodos
de armazenamento, manter as amostras em temperatura entre -15°C
e -65°C.

B. Preparo da Reagao

Antes de comecar

(O Descongele todos o0s reagentes em temperatura
ambiente e protegidos da luz.

0O Antes de utilizar, homogeneize e centrifugue todos os
reagentes.

d Conserve os reagentes em gelo ou em um bloco frio
durante o preparo da reagdo de PCR.

1. Fracione o Master Mix BioAmp de acordo com o nimero de
reagbes a serem preparadas! e inclua o volume
correspondente de enzima RT conforme a tabela abaixo.

IN§o é recomendado o preparo de menos de 3 reagdes devido & perda de volume e possiveis
erros de pipetagem.

Master Mix BioAmp 20,6 pL
RT 0,4 uL
Amostra 4 L

Volume total por reagdo 25 pL

2. Homogeneize a mistura e pipete 21 pL do Master Mix
BioAmp com RT em cada tubo de reagdo.

3. Adicione 4 pL da amostra em cada tubo de reagdo.

4. Adicione 4 pL de BioRef IBDV (Ref: BRRO008) ao tubo de
reagdo dedicado ao controle positivo de amplificagdo.

5. Adicione 4 pL do CN fornecido no kit ao tubo de reagdo
dedicado ao controle negativo da amplificagdo.

6. Feche os tubos de reagdo com tampas correspondentes ou
sele a placa.

7. Defina os filtros para os marcadores indicados no software
do termociclador de acordo com a tabela abaixo.

IBDV (gene VP2) FAM™ BHQ-1
Controle Interno Exégeno (CIE) HEX™ ou equivalente BHQ-1
Referéncia passiva? ROX™

1Referéncia passiva para uso com instrumentos de PCR em tempo real que permitem
normalizagdo.

7. Execute a corrida no termociclador de acordo com as
condigGes especificadas na tabela abaixo.
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1x 45 °C 15 minutos
1x 95 oC 2 minutos
95 oC 15 segundos
40x
60 °C 1 minuto

Captura da fluorescéncia.

C. Analise e interpretacao dos

resultados

1. Determinar o Threshold em qualquer ponto da fase
exponencial do grafico de amplificacgdo de cada
fluorocromo.

2. As etapas de extragdo e amplificagdo sdo validadas se os
seguintes resultados sdo obtidos:

Controle negativo v Auséncia de
de amplificagao No Ssim contafn.'lma:;ao na
(CNA) amplificagdo
Controls iti " &
on rog POS'JVO v v ox Validagdo do passo de
a2 anelifitezeEe Sim Sim/No?  amplificacio
(CPA) piificag
. Auséncia de
Controle negativo X v contaminacio na
de extragdo (CNE) Ndo Sim . S
extragdo
Controle positivo v v o x Validagdo do passo de
de extragdo (CPE) Sim Sim/Ndo!  extragdo

1A auséncia de amplificagdo do controle interno (canal HEX™ ou equivalente) em amostras
positivas com concentragdo elevada ndo invalida a reagdo.

3. A reagdo de amplificacdo de cada amostra € validada se
pelo menos uma curva de amplificagdo é observada nos
canais FAM™ e/ou HEX™ ou equivalente.

x Nédo v Sim N&o detectado?
v Sim v Sim Detectado
v Sim x Néo Detectado
x N&o x N&o Inconclusivo2

1N&do detectado: Auséncia do material genético do patégeno na amostra ou em quantidades
inferiores ao limite de detecgéo.

2Inconclusivo: curva de amplificagdo ndo caracteristica.

Possiveis causas: Reagdo de RT-gPCR defeituosa devido a inibidores, erro de configuragdo,
amostra degradada e/ou problema com extracdo de dcidos nucléicos (perda ou degradagdo dos
&cidos nucleicos).

Recomendagées: Realizar uma nova reagdo de RT-qPCR utilizando a amostra diluida 1:5 em
dgua ultrapura. Se a reagdo for inconclusiva, realizar uma nova extraggo dos &cidos nucleicos da
amostra.

amostras que apresentarem amplificagdo dos
marcadores FAM™ e HEX™ ou equivalente com Ct (cycle threshold)
acima de 37 devem ter seu resultado considerado como negativo,
devido ao limite da técnica.





