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APRESENTACAO

O Manual de Métodos Oficiais para Diagnéstico de Doencas Animais do Ministério da
Agricultura, Pecuéria e Abastecimento estabelece as normas e diretrizes para a realizacéo de
ensaios da area de Diagndstico Animal.

Tem como objetivo realizar a padronizacdo, harmonizacéo, atualizacdo e a unificacdo dos
procedimentos, tornando-0s mais concisos e claros.

Suas disposicdes devem ser cumpridas na integra pela Rede Nacional de Laboratérios
Agropecuérios, do Sistema Unificado de Atencdo a Sanidade Agropecuéria — SUASA, que
realizam diagndstico das doencas dos animais terrestres e aquaticos.

O Manual contém capitulos introdutérios e especificos relacionados ao diagndstico das doencas
dos animais.

A disposi¢cao dos capitulos teve como base o Manual de Testes de Diagndéstico e Vacinas para
Animais Terrestres, da Organizacdo Mundial de Saude Animal - OIE. Este modelo foi escolhido
devido ao seu formato amigavel e objetivo.

As enfermidades selecionadas para integrar a primeira edicdo foram aquelas de maior impacto
econdmico e que sao objeto de Programas e Controles Oficiais do MAPA, bem como algumas
de suas diferenciais.

A construcéo do referido Manual foi realizada pela equipe técnica da Coordenacao-Geral de
Laboratérios Agropecuarios - CGAL/SDA/MAPA e dos Laboratérios Federais de Defesa
Agropecuaria - LFDA/CGAL/SDA/MAPA, sendo estes o LFDA-PA, LFDA-PE, LFDA-MG, LFDA-
SP e LFDA-RS.

A revisdo do Manual ocorrera a cada trés anos, podendo ocorrer em periodos inferiores em
casos de excepcionalidade.

Nas revisdes todas as inclusdes no texto estardo destacadas em azul. As exclusdes estarao
tachadas. Na revisdo seguinte as inclusdes passarao a ter seu texto na formatacéo do restante
do manual e os trechos tachados serdo excluidos.
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Parte 1

Normas Gerais



Secao 1.1

CAPITULOS INTRODUTORIOS



CAPITULO 1.1.1
INSTALACOES

1. Disposic¢des Gerais

1.1. O laboratério devera dispor de instalacdes e equipamentos adequados a realizacdo das
técnicas de acordo com seu escopo junto ao Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento
(MAPA) e localizado em uma Unica base fisica (mesmo endereco).

a) Nao é permitido posto de coleta ou de armazenamento de amostras.

1.2. As instalacbes devem possuir separacdo fisica efetiva entre os ambientes e
procedimentos adequados de modo a prevenir a contaminacao cruzada, ndo sendo permitida a
execucdo de atividades incompativeis no mesmo ambiente ou sala.

1.3. As amostras devem ser manipuladas somente na area laboratorial destinada a conferéncia
e identificacdo de amostras ou a realizacéo dos ensaios. Fica proibida a abertura de embalagens
na area administrativa ou em outras areas do laboratorio.

1.4. O laboratério devera dispor de procedimentos e instalagbes que assegurem a
biocontencao e a seguranca biol6gica compativeis com suas atividades.

1.5. As instalagGes devem permitir a realizacdo de limpeza e desinfecao compativeis com suas
atividades.

1.6. As instalagBes devem ser providas de fontes de agua e energia elétrica compativeis com
suas atividades.

2. Instalagdes Minimas
2.1. Area administrativa

a) Destinada ao recebimento das amostras, registros, expedicdo dos resultados e
arquivamento.

2.2. Area laboratorial
2.2.1. Area especifica destinada & conferéncia e identificacio de amostras (opcional)

a) Area destinada & conferéncia e identificacio das amostras recebidas.

2.2.2. Area destinada a realizac&o dos ensaios

a) Ambientes especificamente destinados a realizacdo dos ensaios podendo também ser
utilizados para a conferéncia e identificagdo de amostras.
2.2.3. Areadestinada & manutencao de animais

a) Caso a realizacdo do ensaio empregue a utilizacdo de animais de experimentacéo, o
laborat6rio deve possuir instalacdes especificas para este fim;

b) As instalacbes devem atender as legislacdes do Conselho Nacional de Controle de
Experimentagcdo Animal - CONCEA.

C) O laboratério deve ter esta instalacdo credenciada junto ao CONCEA.



2.3. Areas de apoio técnico

2.3.1. Preparo de meios, reagentes e solucdes.

a) Ambiente destinado ao preparo e esterilizacdo de meios, reagentes e solugoes.
Ambiente opcional quando os ensaios ndo exigirem a esterilizagdo de meios, reagentes e
solucdes.

2.3.2. Descontaminacdo de amostras e materiais contaminados ou potencialmente
contaminados

a) Ambiente destinado a autoclavacdo de amostras e materiais contaminados ou
potencialmente contaminados.

2.3.3. Lavagem, Embalagem e Esterilizacéo.

a) Ambiente destinado a lavagem, embalagem e esterilizacdo pelo calor de materiais
novos ou previamente descontaminados. Ambiente opcional quando os ensaios nao exigirem a
esterilizacdo de materiais.
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CAPITULO 1.1.2
RESPONSABILIDADE TECNICA

1. Disposic¢des Gerais

1.1. O laboratério devera dispor de Responsavel Técnico - RT Médico Veterinario, do quadro
efetivo de funcionarios do laboratério, legalmente habilitado, inscrito no Conselho Regional de
Medicina Veterinaria — CRMV da Unidade Federativa em que se encontra o laboratdrio.

1.2. A responsabilidade técnica ndo podera ser exercida em mais de um laboratério, mesmo
gue os diferentes laboratdrios (bases fisicas) possuam o0 mesmo CNPJ.

1.3. A Responsabilidade Técnica seré exercida para cada ensaio de seu escopo, sendo o RT
responsavel por todas as etapas do ensaio, pelos resultados emitidos e pela assinatura dos
relatérios de ensaio.

1.4. O RT podera ser responsavel por mais de um ensaio do escopo.
1.5. E facultado ao laborat6rio ter mais de um RT por ensaio.
1.6. O RT deve ter qualificacédo técnica compativel com o ensaio.

a) A critério do MAPA poderé ser exigida a habilitagdo de RT através da realizagéo de provas
de habilitacdo, encaminhamento de amostras controle para processamento ou outra modalidade
de avaliacdo que venha a ser instituida e publicada no sitio eletrénico do MAPA.

b) Somente serdo habilitados RT de laboratérios com escopo suspenso, quando a falta de RT
habilitado for a causa da suspensao.

1.7. O disposto nos itens 1.1 a 1.6se aplica aos RT Substitutos
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CAPITULO 1.1.3
SELECAO DE METODOS E GARANTIA DE RESULTADOS

1. Disposicdes Gerais
1.1. O laboratério devera empregar somente métodos e procedimentos adequados ao escopo.

1.2. Para arealizacdo de ensaios de amostras pertencentes aos programas e controles oficiais

do MAPA, deverdo ser utilizados os métodos publicados neste Manual de Diagnadstico.

1.2.1. Os Laboratérios Federais de Defesa Agropecuarios - LFDA poderao utilizar outras
técnicas e métodos desde que previamente autorizados pela Coordenacdo-Geral de

Laboratoérios Agropecuarios - CGAL. Estes serdo incluidos na préxima revisao do Manual.

2. Verificagdo dos Métodos

2.1. O laboratério devera ter procedimentos para verificar sua capacidade em utilizar os

métodos de diagndstico de forma adequada, antes de coloca-lo efetivamente em uso.
2.2. O laboratério deve realizar a verificagao (comprovacao) de desempenho dos métodos de
diagnostico.

2.3. A verificagdo deve ser realizada com a utilizacdo de Material de Referéncia Certificado
(MRC), Material de referéncia primario (MR1%), Material de referéncia secundario (MR2%) ou

Material de referéncia terciario (MR3?).

2.4. Material de referéncia certificado (MRC) € padrao de analise com a mais alta confiabilidade
metrolégica. Devem estar acompanhados de documentacao emitida por uma entidade reconhecida,
a qual fornece um ou mais valores de propriedades especificadas com as incertezas e as
rastreabilidades associadas, utilizando procedimentos validos. S&o produzidos seguindo a norma
ISO 17034, preconizando o conhecimento da exatiddo metroldgica, incerteza de medicao,
estabilidade e a homogeneidade. Utilizado para calibracéo, validagdo de métodos e garantia na

determinacdo da exatidao de resultados.

a) Material de referéncia (MR) é o padréo de andlise com alta confiabilidade metrolégica
utilizado para validagdo de métodos e garantia de resultados. Suficientemente homogéneo e
estavel com respeito a uma ou mais propriedades especificadas, que foi estabelecido como sendo
adequado para o seu uso pretendido em um processo de medi¢do. Sao estabelecidos como sendo
adequados para o seu uso pretendido em um processo de medicao.

I.Os MR podem ainda ser categorizados de acordo com seu reconhecimento em primario,

secundario e terciario.
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ii) Material de referéncia primario (MR12) é o padréo reconhecido por uma entidade internacional.
Produzidos e fornecidos por laboratérios de referéncia (por exemplo por entidades com
reconhecimento da Organiza¢do Mundial de Saude Animal — OIE, Organizacado das Nacdes Unidas
para Alimentacéo e Agricultura — FAO, Organizacdo Mundial de Saude — OMS, Unido Européia —
EU, etc.)

iil) Material de referéncia secundario (MR22) ou padrdo de medicdo nacional é o padrdo reconhecido
por uma entidade nacional para servir dentro de um Estado ou economia, como base para atribuir
valores a outros padroes de medicao de grandezas da mesma natureza. Produzido e fornecido por
Laboratérios e Instituicbes Governamentais.

iv) Material de referéncia terciario (MR3%) é o material utilizado em uma andlise com o objetivo de
contribuir para o aumento da confiabilidade relacionada ao requisito da garantia dos resultados.
Obtidos por meio da comparacgéo dos resultados alcancados para este material e um MRC ou MR
primario ou secundario durante uma mesma analise.

v) Controles internos (Cl): Materiais cuja rastreabilidade nédo foi estabelecida por comparacéo a
materiais de referéncia, mas foram confirmados por analises independentes ou submetidos a
ensaio confirmatorio.

b) Os MRC, MR e Cls devem:

|. Estar aliquotados, acondicionados e mantidos de forma adequada quando as caracteristicas desses

materiais requererem tais cuidados;

[l.Estar identificados de forma univoca e

[1l.Estar inventariados de forma a permitir sua rastreabilidade.

2.5. MRCs somente serado exigidos para a comprovacao de desempenho de técnicas de
diagnostico ou outra finalidade, quando sejam tecnicamente imprescindiveis e seu uso estabelecido

nesse Manual.

a) Quando o MRC, MR13, MR22 e MR32 ndo estiverem disponiveis para aquisicdo comercial
ou por obtencao junto a organismo, laboratério ou instituicdo de referéncia a verificacdo pode
ser realizada utilizando controles internos ou produtos biol6gicos (como antigenos e vacinas)
de origem comprovada e capazes de manter suas caracteristicas de homogeneidade e

estabilidade.

b) Para verificagcdo de métodos de diagndstico molecular é obrigatéria a utilizacdo do Manual
de Verificacdo de Desempenho de Métodos para Diagndstico Molecular de Doencas Infecciosas
na Rede Nacional de Laboratérios Agropecuarios, disponivel no sitio eletrénico do MAPA em

https://www.gov.br/agricultura/pt-br/assuntos/laboratorios/

2.6. Validade dos Materiais de Referéncia - MR e Controle Interno - ClI:
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a) Materiais que necessitem de passagens ou subcultivos:
I. Deve obedecer ao estabelecido no item 2.4. b).

[1. O numero de passagens dos microrganismos deve ser documentado e devem ser
minimizados os subcultivos excessivos para prevenir alteracdes genotipicas, fenotipicas e
contaminacdo, tanto quanto possivel.

I1l. Os laboratérios deverdo adotar um sistema de lotes de culturas que garanta a
rastreabilidade, o controle de passagens, utilizacdo de culturas até a quinta passagem, o
correto armazenamento e também a verificacdo das caracteristicas esperadas durante o
periodo de utilizagdo.

IV. Poderdo ser utilizados micro-organismos além da quinta passagem quando forem
unicos, raros ou de dificil obtencdo e desde que estejam mantidas as caracteristicas
exigidas para o ensaio.

V. Se 0s micro-organismos de teste forem obtidos de colegOes de referéncia ou outra
certificacdo apropriada, devem ser seguidas as instrucGes do fabricante para seu cultivo e
uso, devendo também verificar se as caracteristicas esperadas estdo presentes.

VI. A primeira passagem deverd ser produzida antes da expiracdo do prazo de validade
comercial do material de referéncia, e serdo armazenadas em condi¢des adequadas
preferencialmente ultracongeladas (-70° C ou inferior) ou liofilizadas;

VII. A partir da primeira passagem o prazo para utilizacdo dos micro-organismos é
estabelecido pelo laboratério, enquanto a cepa mantiver as caracteristicas pertinentes ao
Seu uso.

VII1. Compete aos LFDA emitir o certificado de analise para as cepas por eles isoladas.

b) Materiais que nao necessitem de passagens ou subcultivos:
I.  Deve obedecer ao estabelecido no item 2.4. b)

Il. O prazo de validade dos soros sanguineos e antigenos ou outros materiais que nao
necessitem de passagens ou subcultivos é indeterminado, enquanto mantiverem as
caracteristicas pertinentes ao seu uso.

I1l. O prazo de validade dos tecidos para proteina pridnica, preservados por congelamento
(-20° C ou inferior), em formol ou bloco de parafina é indeterminado, enquanto
mantiverem as caracteristicas pertinentes ao seu uso.
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3. Monitoramento de Desempenho e Garantias de Resultados

3.1. O laboratério devera ter procedimentos para monitorar seu desempenho e garantir o
resultado de seus ensaios.

3.2. Ensaio de Proficiéncia:

a) Os provedores de ensaios de proficiéncia deveréo ser acreditados na ISO/IEC 17043 ou
ser laboratério de referéncia da Organizacdo Mundial de Saude Animal — OIE,
Organizacéao para a Alimentacdo e Agricultura - FAO ou Unido Europeia - UE.

b) Desde que comprovada a inexisténcia de provedor, nacional ou internacional, que
atendam a esses requisitos, poderdo ser utilizados como provedores laboratérios de
reconhecida competéncia.

c) E vetada a participacéo de laboratérios credenciados em qualquer etapa da organizacao
e da avaliacdo de resultados de ensaios de proficiéncia, considerando seus escopos de
credenciamento.

d) O fornecimento de amostras para provedores de ensaio de proficiéncia que atendam
aos requisitos estabelecidos nos itens a) e b), podera ser permitido com autorizacéo
prévia da CGAL.

e) Na solicitacdo a CGAL deverdo constar todos os dados das amostras a serem
fornecidas.

3.3. Aceitacdo de Produtos providos externamente (insumos) antes do uso
Antes da aceitacdode insumos para utilizacao o laboratorio deve:

a) Definir os requisitos para a avaliacdo e aceitacao;

b) Realizar a sua avaliagéo e

c) Analisar criticamente os resultados obtidos antes de aceita-lo.

Esta avaliac@o pode ser realizada utilizando amostras de controle interno do laboratorio.

3.4. Realizac&o do ensaio

a) Os ensaios deverdo ser realizados com a utilizagdo de insumos registrados no MAPA,
segundo legislacado em vigor.

b) Para a realizacéo dos ensaios ndo é necessaria a utilizagdo de MRC ou MR.

c) O encaminhamento dos Relatérios de Ensaio deverd obedecer ao estabelecido pelo
Departamento de Salde Animal — DSA.

4. Insumo, Reagentes e Consumiveis

4.1. Para fins de auditoria os laboratérios credenciados deverdo manter registros
prontamente disponiveis, que comprovem a aquisi¢do de insumos, reagentes e consumiveis
compativeis com o nimero de ensaios realizados.



CAPITULO 1.1.4.
AMOSTRAS

1. Disposic¢des Gerais

1.1. Para atendimento aos Programas e Controles Oficiais do MAPA os laboratérios
credenciados somente receberdo as amostras previstas na Legislacdo em vigor para as
finalidades e ensaios previstos no seu escopo de credenciamento;

1.2. As amostras recebidas pelos laboratérios credenciados, que sejam oriundas dos
programas e controles oficiais do MAPA, s&o de propriedade deste Ministério e deverdo ser
utilizadas para realizagéo dos ensaios solicitados no documento de seu encaminhamento ao
laborat6rio, obedecido o escopo de credenciamento.

1.3. Caso haja a previséo legal da realizacdo de ensaios complementares ou confirmatorios,
o laboratério devera realizad-los sem a necessidade de que esses estejam solicitados no

documento de encaminhamento.

1.4. Nao é permitido que as amostras passem por Posto de Coleta ou de Armazenagem antes
de seu recebimento pelo laboratério.

1.5. Amostras cujos prazos legais de armazenamento no laboratério estejam expirados
poderéo ser descartadas obedecendo ao estabelecido neste Manual.

a) O descarte deve ser registrado;
b) Devem ser realizadas conferéncia do material a ser descartado, antes da efetivagao.

1.6.1. Amostras com prazo de armazenamento expirado e ndo descartadas poderdo ser
utilizadas para:

a) Realizacao de treinamento dos colaboradores do proprio laboratorio;

b) Controle interno de ensaio;

¢) Ensaios intralaboratoriais;

d) Verificagdo de insumos;

e) Ensaio de proficiéncia e

f) Ensino ou pesquisa.

1.6.1.1. O fornecimento de amostras para as finalidades listadas nos itens e) e f) somente

sera permitido com autorizacao prévia da CGAL e do Departamento de Saude Animal - DSA.
Na solicitacdo deverdo constar todos os dados das amostras a serem fornecidas.
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1.6.1.2. Os Laboratérios Federais de Defesa Agropecuarios - LFDA poderdo utilizar as
amostras para outras finalidades, ndo previstas no item 1.4.1., desde que previamente
autorizados pela CGAL.

1.7. Adicionalmente ao determinado nos capitulos desse Manual, a CGAL podera solicitar ao
laboratério credenciado o encaminhamento das amostras e seus produtos (DNA, RNA,
agentes isolados, etc.) a um LFDA.

1.8. Quando os ensaios solicitados, ainda que para doencas diferentes, forem realizados com
a mesma matriz, o laboratorio devera receber amostra Unica por animal.

1.9. As amostras devem ser recebidas:
a) Acompanhadas do Formulario de encaminhamento de amostras, definido pelo MAPA.

I. Sua geracdo, impressdo, preenchimento, numeragdo sequencial do formulario,
assinatura e encaminhamento ao laboratério € de responsabilidade do médico
veterinario requisitante, responsavel pela coleta da amostra.

II. Este formulario ndo sera emitido por laboratério da Rede Nacional de Laboratérios
Agropecuarios.

. Quando as legisla¢des que estabelecem os formularios fizerem a previsao de requisi¢cao
apenas para uma doenga, ndo serd permitido o recebimento de formulario Unico
solicitando ensaios para multiplas doengas, mesmo quando acompanhado de amostra
Unica coletada de um mesmo animal.

V. N&o é permitida a utilizagéo de vias carbonadas.

V. Enquanto as legislagbes em vigor fizerem a previsdo de que nos formulérios de
requisicdo existam campos para preenchimento de dados do ensaio, insumos e seus
resultados, estes campos deverao ser inutilizados e no campo “Resultado” deve constar
a seguinte frase: “Relatério de ensaio emitido conforme o Manual de Métodos Oficiais
para Diagndéstico de Doengas Animais”.

VI. O formulério de encaminhamento deve:

i) Estar fixado no lado externo da caixa;

ii) Estar completamente preenchido;

i)  Estar preenchido de forma legivel;

iv)  N&o possuir rasuras;

v)  Estar assinado pelo médico veterinario requisitante;

vi)  Conter o numero de registro do médico veterinario requisitante no Conselho Regional de

Medicina Veterinaria;
vii)  Conter o numero de identificagéo preenchido pelo requisitante.

b) Em embalagem externa (caixa de transporte) integra e inviolada;
c) Acondicionadas de forma a manter sua integridade;

d) Devidamente lacradas, caso seja determinado pelo DSA,

e) Univocamente identificadas;

f) Acondicionadas em meio de transporte adequado (Ex: MEM, Liquido de valleé, 4gua
peptonada, etc.);

g) Em quantidade suficiente para a realizacdo dos ensaios solicitados, sua repeticdo e
realizacdo de ensaios complementares, caso necessario;
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h) Em temperatura de conserva¢édo adequada para o ensaio solicitado, conforme estabelecida
na Tabela Critérios de Conformidade, disponivel no sitio eletrbnico do MAPA em
https://www.gov.br/agricultura/pt-br/assuntos/laboratorios/;

I. no caso de amostras para diagndstico de doencas ndo previstas nesse manual o
LFDA/CGAL deve ser consultado.

i) Sem evidéncia de contaminacao;
j) Soros de aves ndo devem estar lipémicos;
k) Sem evidéncia de autdlise;

I. As amostras destinadas aos ensaios de Encefalopatia Espongiforme Bovina (EEB) e
Scrapie devem obedecer a critérios especificos.

[) Sem evidéncia de hemolise, no caso de soros. Quando apresenta-la ser < grau 6 conforme
estabelecido na FIGURAL.

FIGURA 1. Grau de hemolise de soro sanguineo

Fonte: LFDA-MG

7z

1.8. Nao € permitido o processamento de amostras que apresentem qualquer N&o
Conformidade (NC), inclusive documentais, salvo o disposto no item 2.0 a seguir.

1.9. Quando for detectada NC, que afete a realizacdo de todos os ensaios solicitados o
laboratorio devera informar ao demandante o motivo da rejeicdo da amostra.

1.10. Quando for detectada NC que afete a realizacdo de parte dos ensaios o laboratério
deveré informar ao demandante o motivo da nao realizacao (rejei¢cdo) do ensaio afetado.

a) No caso dos LFDAs a definicdo sobre os Orgdos que deverio receber essas informacoes
sera definida pelo DSA.
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2.0. Amostra recebida com NC pelo LFDA, para o diagnéstico de doencas de notificacédo
obrigatéria imediata a OIE, podera ser processada a critério do RT do laboratério.

a) A NC deve ser imediatamente comunicada aos Orgéos definidos pelo DSA.

b) Caso a NC seja documental, o Relatério de Ensaio ndo sera emitido até a sua
corregao.

d) A NC documental deve adicionalmente ser reportada no Relatério Ensaio informando
0 numero de dias que o LFDA aguardou a solucéo da NC por parte do demandante do ensaio.

¢) A NC nado documental deve adicionalmente ser reportada no Relatério de Ensaio.
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CAPITULO 1.1.5.

ESCOPO

1. Disposicdes Gerais

1.1. Somente serdo credenciados laboratérios que atenderem ao escopo minimo para cada
grupo de doencgas: Doenca das Aves, Doencas dos Bovinos, Doengas dos Equinos, Doencas
dos Suinos, Doencas de Pequenos Ruminantes e Doengas que acometem multiplas espécies.

a) O escopo minimo sera composto pelo conjunto de uma ou mais doengas € suas
respectivas técnicas diagndsticas, conforme listados no item 2.

1.2. As solicitagbes de credenciamento e extensdo de escopo devem obedecer ao
estabelecido no escopo de referéncia disponivel no sitio eletrébnico do MAPA em
https://www.gov.br/agricultura/pt-br/assuntos/laboratorios/

a) Na solicitacdo € facultado ao laboratério a escolha das matrizes e espécies disponiveis em
cada ensaio do escopo de referéncia, desde que atenda ao escopo minimo estabelecido no item
2.

b) Na solicitagdo de credenciamento deverédo ser incluidas as legislagbes do Departamento de
Salde Animal - DSA onde estdo previstos o credenciamento de laboratérios, o tipo de
laborat6rio apto a ser credenciado (publico ou privado) e a finalidade do ensaio.

1.3. O escopo minimo sera obrigatério a partir da data da vigéncia da primeira edicao desse
Manual, para laboratérios ja credenciados ou em processo de credenciamento.

a) As excecg0es estdo informadas no item 2. Escopo minimo para o laboratério credenciado

b) No caso de inclusdo de enfermidades ou nova técnica de diagndstico em futuras revisoes,
0 prazo para atendimento ao escopo minimo sera de 2 anos a partir da vigéncia da nova edicao
do Manual

c) A abertura de processos para novos credenciamentos ou extensdo de escopo deve
contemplar o escopo minimo.

1.4. O escopo minimo e os capitulos relativos a animais terrestres e aquaticos nao
contempladas neste manual serdo incluidos em proximas revisoes.
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2. Escopo minimo para laboratério credenciado

2.1. Doencas das Aves

a) O escopo minimo sera composto por Salmonelose Aviaria e Micoplasmose Aviaria e suas
respectivas técnicas diagndsticas.

l. Salmonelose Aviaria

i) Soroaglutinacdo rapida em placa - SAR e

ii) Isolamento em meio de cultura e

iii) Caracterizacdo Antigénica basica da cepa isolada ou

iv) Caracterizacao Antigénica Intermediaria da cepa isolada ou
v) Caracterizacdo da cepa isolada por Microarranjo.

II. Micoplasmose Aviéria

i)  Soroaglutinacao rapida em placa - SAR e

i)  Ensaio Imunoenzimatico - ELISA ou Inibicdo de Hemoaglutinagédo — Hl e
i)  PCR em Tempo Real ou
iv)  PCR convencional.

Para laboratérios ja credenciados, escopo minimo relativo ao diagnéstico das Micoplasmose
Aviaria por meio de técnicas moleculares, entra em vigor 2 anos da data da publicacdo da
primeira edigdo deste manual.

2.2. Doengas dos Bovinos

a) Nao se aplica o determinado no item 1.1. a I., sendo permitida a realizagdo dos ensaios
apenas para uma das enfermidades e suas respectivas técnicas diagndsticas.

|. Encefalopatia Espongiforme Bovina - EEB

i) Ensaio Imunoenzimatico — ELISA.

Para laboratérios ja credenciados, escopo minimo entra em vigor 2 anos apés da publicacao
da primeira edi¢cdo deste manual.

Il. Brucelose

i) Teste do Antigeno Acidificado Tamponado — AAT e
i) Teste do 2 — Mercaptoetanol - 2-ME ou
i) Polarizacdo Fluorescente.



2.3 Doencgas dos Equinos

a) O escopo minimo sera composto por Anemia Infecciosa Equina e Mormo e suas respectivas
técnicas diagnésticas.

I. Anemia Infecciosa Equina - AIE

i) IDGA.

[I. Mormo
i) Ensaio Imunoenzimético — ELISA.

Para laboratorios ja credenciados, o0 escopo minimo entra em vigor 2 anos apos da publicacdo
da primeira edicdo deste manual.

2.4. Doengas dos suinos

a) O escopo minimo sera composto por Peste Suina Classica, Peste Suina Africana, Doenca
de Aujeszky, Sindrome Reprodutiva e Respiratéria dos Suinos — PRRS e suas respectivas
técnicas diagnésticas.

|. Peste Suina Classica
i) Ensaio Imunoenziméatico — ELISA.

[l. Peste Suina Africana
i) Ensaio Imunoenzimatico — ELISA.

[ll. Doenca de Aujeszky

i) Ensaio Imunoenzimatico — ELISA.

IV Sindrome Reprodutiva e Respiratéria dos Suinos - PRRS

i) Ensaio Imunoenzimatico — ELISA.

Para laboratorios ja credenciados, o escopo minimo entra em vigor 2 anos apés da publicacéo
da primeira edicdo deste manual.
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2.5. Doencgas de Pequenos Ruminantes
a) Scrapie

|. Ensaio Imunoenzimatico — ELISA.

Para laboratérios j& credenciados, o escopo minimo entra em vigor 2 anos apds da publicacdo
da primeira edicdo deste manual.

2.6. Doencas que acometem multiplas espécies
a) Nao se aplica o determinado no item 1.1. a I, sendo permitida a realizacdo dos ensaios
apenas para uma das enfermidades.

|. Febre Aftosa

i) Ensaio Imunoenzimatico - ELISA 3ABC e
i) Ensaio enzimético de Imunoeletrotransferéncia — EITB.

[l. Raiva

i)Imunofluorescéncia Direta e
iij)inoculagdo em células ou
iif)Prova Bioldgica - Inoculagdo em camundongo.
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Parte 2

Diagnostico das Doencas dos Animais Terrestres
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Secao 2.1

Aves
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1.

CAPITULO 2.1.1.
SALMONELOSE AVIARIA

Amostras

Sao consideradas amostras para o diagnostico da Salmonelose Aviéaria:

1.1.

a)

1.2.

b)

d)

1.3.

Deteccéo da Resposta Imune

Soro sanguineo
Identificacdo do Agente

Material Fecal

Mecobnio
Fezes frescas.

Material Ambiental e suabes

Suabe de arrasto;

Propé;

Suabe de fundo de caixa;
Papel de fundo de caixa
Suabe de cloaca;

Poeira de aviario.

Orgéos e tecidos
Coracao;

Figado e vesicula biliar;
Baco;

Ceco com tonsilas cecais;
Saco da gema,;

Ovério ou génadas.

Ovos bicados, aves mortas e pintos de um dia (6rgaos e tecidos)
Figado, baco e vesicula biliar;

Saco da gema;

Ceco.

Triagem por Biologia Molecular - PCR

Material Fecal

Meconio;
Fezes frescas;
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b) Material Ambiental e suabes
l. Suabe de arrasto;
II.  Propé;
lll.  Suabe de fundo de caixa;
IV. Papel de fundo de caixa
V.  Suabe de cloaca;
VI.  Poeira de aviario.

c) Orgéos e tecidos

l. Coracéo;

II.  Figado e vesicula biliar;
I"l. Baco;
V. Ceco com tonsilas cecais;
V. Saco da Gema;
VI.  Ovario ou Gbnadas.

d) Ovos bicados, aves mortas e pintos de um dia (6rgéos e tecidos)

l. Figado, baco e vesicula biliar;
. Saco dagema;
I"l. Ceco.

1.4. Triagem por Biologia Molecular - BAX
a) Gema, Material Fecal e Ambiental

. Mecbnio;

.  Gema;
. Fezes frescas;
IV.  Suabe de Fundo de caixa;
V. Papel de fundo de caixa;
VI.  Suabe de cloaca;

2. Recebimento das Amostras

2.1. Disposi¢des Gerais

2.1.1. Para atendimento aos Programas e Controles Oficiais do MAPA os laboratorios
credenciados somente receberdo as amostras previstas na Legislacdo em vigor para as
finalidades e ensaios previstos no seu escopo de credenciamento;

2.1.2. Deverdo ser obedecidos os critérios estabelecidos no capitulo de verificacdo de
conformidade de amostras.
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3. Técnicas de Diagndstico
3.1. Disposic¢des Gerais

3.1.1. Somente poderdo ser utilizados insumos de diagndstico que tenham registro no MAPA,
segundo Legislacdo em vigor;

3.1.2 Todos os insumos utilizados na analise devem ser controlados e previamente testados
e aprovados;

3.1.3. O laboratério deverd realizar os ensaios obedecendo as temperaturas preconizadas pelo
fabricante dos insumaos.

a) Quando esta informagcdo ndo constar na bula o laboratorio devera consultar o fabricante,
mesmo que a indicacdo seja de realizacdo a temperatura ambiente.

b) Quando nao informado pelo fabricante, serdo considerados como temperatura ambiente,
valores de temperatura entre 18 a 25 °C.

3.1.4 Antes da utilizacdo dos insumos, realizar a avaliagdo de todos os parametros referentes aos
lotes e valores de ponto de corte dos critérios de interpretacdo dos resultados;

3.1.5 O laboratério deve estabelecer um meio de avaliacdo apropriado para todos 0s insumos
utilizados nos ensaios;

3.1.6. Devem ser retidos os registros dos controles dos ensaios realizados, devendo ser
registrada data e responsavel de todas as etapas realizadas para cada amostra analisada;

3.1.7. Os resultados encontrados para cada amostra e controles, dados dos insumos
utilizados e outras informacdes pertinentes devem ser registrados em formularios proprios do
laboratério;

3.1.8. O laboratério deve identificar no Relatério de Ensaio o sorovar que estiver contemplado
entre os sorovares da caracterizacao basica (S. Typhimurium, S. Enteritidis, S. Gallinarum e
S. Pullorum) ou da ampliada (S. Typhimurium, S. Enteritidis, S. Gallinarum, S. Pullorum, S.
Heidelberg, S. Virchow, S. Hadar e S. Infantis), identificando no escopo de credenciamento e
acreditacdo qual das técnicas utiliza. A identificacdo dos sorovares ndao contemplados no
Programa Nacional de Sanidade Avicola (PNSA) é opcional e somente pode ser realizada
através de tipificacdo por microarranjo de DNA ou caracterizacdo antigénica completa;

3.1.9. O laboratoério pode utilizar um provedor externo para a realizacdo da tipificacdo por
microarranjo de DNA, desde que este provedor seja credenciado pelo MAPA com o0 escopo
minimo para doencas das aves conforme estabelecido capitulo 1.1.5 — Escopo, Doenca das
aves;

3.1.10. No caso de o laboratério optar pela caracterizacéo antigénica completa, esta somente
podera ser realizada por um dos laboratérios de referéncia para salmonela como o Instituto
Oswaldo Cruz e o Instituto Adolfo Lutz. Os LFDAs néo prestaréo este servico.

3.1.11. O envio de cepas a provedores externos devera ser previamente acordado.

a) E facultado ao provedor externo como o Instituto Oswaldo Cruz e o Instituto Adolfo Lutz o aceite
ou nédo do acordo;
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3.1.12. Os custos da caracterizacdo ou tipificacdo serdo cobertos pelo laboratorio que
encaminhou a cepa.

3.2. Detecc¢do da Reposta Imune - Ensaio Imunoenzimético (ELISA)
3.2.1. Materiais

a) Luvas para procedimentos;

b) Pipetas de vidro graduadas ou descartaveis;
c) Provetas graduadas;

d) Béqueres;

e) Erlenmeyers;

f) Ponteiras descartaveis

g) Reservatorios para solugdes (cubetas);

h) Papel absorvente;

i) Selador ou tampa para placas de ELISA;

)] Caneta para identificacéo de vidraria;

k) Cubas para descarte de materiais resistente a autoclavacao.

3.2.2. Equipamentos e instrumentos

a) Geladeira;

b) Freezer;

c) Estufa;

d) Termobmetros;

e) Micropipetas monocanal e multicanal de volumes regulaveis;
f) Pipetador automatico ou manual;

g) Leitora de ELISA;

h)  Cronbmetros;

i) Agitador de tubos tipo vértex (opcional);
) Agitador de microplacas (opcional);

k)  Lavadora de microplacas (opcional);

)i Autoclave.

3.2.3. Insumos

a) Kits de ELISA para a deteccéo de anticorpos para salmonela.

3.2.4. Solucgbes

a) No preparo das solugdes deve ser utilizado somente os reagentes fornecidos pelo fabricante,
ou aqgueles por ele indicados;

b) Conjugados, substratos e solucdo de parada deverdo ser utilizados obedecendo-se as
condicbes do fabricante;
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c) No preparo da solucdo de lavagem deve-se assegurar que nao existem cristais precipitados na
solucéo;

d) Diluir a solucbes utilizando agua ultrapura ou destilada conforme instru¢cdes do fabricante e
homogeneizar bem.

3.2.5. Realizagédo do ensaio

a) Para realizacdo dos ensaios de ELISA devem ser consideradas as orientacfes do fabricante
do kit de diagnostico utilizado. Atentar para ocorréncia de atualiza¢éo na bula do kit, principalmente
em mudancas de lote;

b) A ordem de execugdo das etapas do ensaio, duragdo, volumes utilizados e temperatura de
incubacao variam de acordo com fabricante do kit utilizado;

c) Homogeneizar gentiimente todos reagentes e amostras antes do uso;

d) Utilizar ponteiras distintas para cada controle e amostra de soro;

e) Homogeneizar as placas tocando-as na lateral ou utilizando um agitador de placas;

f) Nas etapas de incubagédo, as placas devem ser seladas para se evitar evaporacao;

g) As placas devem ser lavadas com a solugdo indicada pelo kit. Apos a ultima lavagem remover
residuos em um material absorvente (papel toalha ou toalha). Deixar as placas secas 0 minimo de
tempo possivel entre a lavagem e adicdo do proximo reagente;

h) Decorridas todas as etapas do teste, realizar a leitura da absorbancia na leitora de ELISA
utilizando filtro com comprimento de onda indicado nas instru¢des do fabricante.

3.2.6. Critérios de aceitacdo do Ensaio

a) O resultado do ensaio sera considerado valido somente se as DOs dos soros controles e os
demais parametros calculados a partir delas estiverem dentro dos limites aceitaveis e determinados
pelo fabricante. Caso contrario, o ensaio deve ser repetido.

3.2.7. Interpretagdo dos resultados

a) De acordo com as DOs obtidas, consideram-se as amostras como POSITIVAS ou NEGATIVAS
ou de acordo com o preconizado com o fabricante do insumo (kit de diagnéstico).

3.2.8. Emissao dos resultados

a) Os resultados deverdo ser emitidos em documento denominado “Relatério de Ensaio” e
expresso como POSITIVO ou NEGATIVO ou de acordo com o preconizado com o fabricante
do insumo (kit de diagndstico).

b)  Expressar a quantidade de amostras de soro positivas dentre o total de analisadas.
3.2.9. Descarte de Amostras e Residuos

a) Antes da realizacdo do descarte de amostras e produtos de ensaio dever&o ser observados os
prazos minimos estabelecidos no item 3.2.10;

b) Os materiais descartados devem ser separados adequadamente entre residuos quimicos e
biolégicos;
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c) Todo o residuo biolégico do ensaio deve ser submetido ao processo de autoclavacéo
apropriado. A efetividade da esterilizacdo deve estar comprovada em procedimentos préprios do
laboratério e devem ser utilizados controles fisicos, quimicos e biolégicos para o monitoramento do
processo;

d) O laboratério deve assegurar a biosseguranca dos residuos gerados, e seguir as legislacbes
ambientais vigentes durante todo o processo do descarte.

3.2.10. Retencdao de itens de ensaio

a) Amostras de soros podem ser descartadas apds um periodo minimo de 30 dias da realizacéo
das andlises, registrando-se em formularios préprios e conferidas antes do descarte.

3.3. Detecc¢do da Resposta Imune - Soroaglutinacéo rapida em placa (SAR)

3.3.1. Materiais

a) Luvas descartaveis;

b) Placa de vidro (ou outro material rigido) quadriculada;

c) Ponteiras descartaveis para micropipetas de volume apropriado;
d) BastBes de vidro ou misturador multiplo para homogeneizar;

e) Recipientes para descarte.

3.3.2. Equipamentos e instrumentos
a) Micropipeta de volume regulavel,
b) Banho-maria;

c) Fonte de luz;

d) Cronbmetro;

e)  Microcentrifuga;
f) Autoclave.

3.3.3. Insumos

a) Antigeno corado para aglutinacao rapida de Salmonella Pullorum/Gallinarum (SAR);
b)  Soro controle POSITIVO para salmonela;

c) Soro controle NEGATIVO para salmonela.

3.3.4. Solucgdes

N&o aplicavel.

3.3.5. Realizacado do ensaio
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3.3.5.1. Preparo das amostras

a) Este ensaio ndo pode ser realizado com amostras que foram congeladas;

b) Deixar as amostras atingirem temperatura ambiente ou a temperatura indicada pela bula do
fabricante do Antigeno antes de realizar 0 ensaio;

c¢) Em caso de haver tracos de hemodlise nas amostras de soro, centrifuga-las antes de realizar o

ensaio.

3.3.5.2. Preparo dos reagentes

a) Os antigenos devem estar na temperatura ambiente, conforme estabelecido no capitulo 1.1.4
deste Manual. Homogeneizar o frasco contendo o antigeno constantemente durante a realiza¢do do
ensaio para evitar precipitagao.

3.3.5.3. Soroaglutinagdo Répida - SAR

a) Realizar o ensaio na temperatura indicada pelo fabricante;

b) Homogeneizar suavemente o frasco contendo o antigeno durante a realizagdo do ensaio para
evitar precipitagao;

c) Depositar o volume indicado pelo fabricante do antigeno no centro de um quadradinho da placa
limpa e desprezar a ponteira. Caso a bula do produto ndo indigue o volume exato a utilizar, o fabricante
devera ser contatado;

d) Depositar mesma quantidade do soro a ser testado sobre a gota do antigeno e homogeneizar
ambas com auxilio de ponteira, bastdo ou homogeneizador mudltiplo, formando um circulo de
aproximadamente 1,5 cm de didmetro;

e) Agitar suavemente a placa, fazendo movimentos circulares;

f) Observar a formagdo de grumos colocando a placa contra a fonte luminosa e fundo branco
apos transcorrido o tempo especificado pelo fabricante;

g) Em paralelo as amostras, devem sempre ser incluidos:

l. Soro controle POSITIVO,;

Il. Soro controle NEGATIVO.
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3.3.6. Critérios de aceitacdo do ensaio

a) O ensaio sera valido quando:
l. O controle POSITIVO apresentar formacéo de grumos sob as condi¢des especificadas para o
ensaio pelo fabricante do insumo;

Il. O controle NEGATIVO nédo apresentar nenhuma formacao de grumos.

3.3.7. Interpretagao dos resultados

a) Considerar a amostra positiva quando houver qualquer grau de formagéo de grumos, dentro do
tempo preconizado pelo fabricante, ainda que com menor intensidade que o controle POSITIVO;
b)  Considerar a amostra negativa quando ndo houver qualquer grau de formag&o de grumos.

3.3.8. Emisséao dos resultados

a) Os resultados deverdo ser emitidos em documento denominado “Relatério de Ensaio” e
expresso como POSITIVO ou “NEGATIVO?;

b)  Expressar a quantidade de amostras de soro positivas dentre o total de analisadas.

3.3.9. Descarte das amostras e Residuos

a) Antes da realizacdo do descarte de amostras e produtos de ensaio dever&o ser observados 0s
prazos minimos estabelecidos no item 3.3.10;

b) Os materiais descartados devem ser separados adequadamente entre residuos quimicos e
biolégicos;

c) Todo o residuo biolégico do ensaio deve ser submetido ao processo de autoclavagdo
apropriado. A efetividade da esterilizacdo deve estar comprovada em procedimentos proprios do
laboratério e devem ser utilizados controles fisicos, quimicos e bioldgicos para o monitoramento do
processo;

d) O laboratério deve assegurar a biosseguranca dos residuos gerados, e seguir as legislacdes

ambientais vigentes durante todo o processo do descarte.

3.3.10. Retencdao de Itens de Ensaio

a) As amostras de soros poderdo ser descartadas apés um periodo minimo de 30 dias da
realizacdo das analises, registrando-se em formularios préprios e conferidas antes do descarte.
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3.4. Deteccdo da Resposta Imune - Soroaglutinacdo Lenta em Tubos -SAL

3.4.1. Materiais

a) Luvas descartaveis;

b) Tubos de plastico ou vidro transparentes e com tampa, de capacidade adequada;
c) Estante para os tubos;

d) Ponteiras;

e) Recipiente para descarte de ponteiras e tubos.

3.4.2. Equipamentos e instrumentos

a) Micropipetas de volume apropriado ou pipeta graduada que dispense 0s volumes necessarios;
b)  Crondmetro;

c) Fonte de Luz;

d) Estufa;

e) Autoclave.

3.4.3. Insumos

a) Antigeno para soroaglutinagdo lenta de Salmonella Pullorum/Gallinarum -SAL;

b)  Soro controle POSITIVO para salmonela;

c)  Soro controle NEGATIVO para salmonela.

3.4.4. Solucobes

a) Solugéo salina 0,9% ou solucdo de PBS 0,01M pH 7,0-7,2.

3.4.5. Realizacdo do ensaio
3.4.5.1. Preparo das amostras

a) Caso indicado pelo fabricante, inativar as amostras a 56 °C por 30 minutos antes da realizagéo
do ensaio.

3.4.5.2. Preparo dos reagentes

a) Antes e durante a realizagdo do ensaio, homogeneizar bem o frasco de antigeno para SAL de
salmonela, observando se ndo ha nenhum depésito no fundo.
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3.4.5.3. Técnicada SAL

a) Asetapas de realizacdo do ensaio podem variar de acordo com o fabricante, devendo o analista
sempre verificar a bula do antigeno e seguir as recomendacdes por ela fornecidas;

b) Identificar um tubo para cada soro a ser testado e um para cada controle;

c) Distribuir volume especificado pelo fabricante do antigeno em cada tubo, utilizando a pipeta
graduada ou a micropipeta;

d) Adicionar volume especificado pelo fabricante de cada soro a ser analisado em seu respectivo
tubo, assim como os controles POSITIVO e NEGATIVO, utilizando a micropipeta;

e) Tampar os tubos e homogeneizar para que haja mistura total da amostra/controle com o
antigeno;

f) Adicionar ao ensaio um tubo contendo apenas o antigeno, como forma de controle de possivel
auto aglutinacao;

g) Incubar os tubos em estufa a 37°C £ 1 °C por 16 a 24 horas ou de acordo com instrugdo do
fabricante;

h) Proceder com a leitura, com luz indireta, contra fundo escuro.

3.4.6.Critérios de aceitacao do ensaio

a) Controle POSITIVO apresenta sobrenadante limpido com depdsito granular. Sob agitacéo leve,
o0 precipitado forma grumos;

b) Controle NEGATIVO apresenta sobrenadante turvo, com auséncia de grumos quando da
agitacao leve do tubo;

c) Controle de antigeno apresenta sobrenadante turvo, com auséncia de grumos quando da
agitacao leve do tubo, semelhante ao controle NEGATIVO.

3.4.7. Interpretagdo dos resultados

a) Sao consideradas positivas as amostras que apresentarem caracteristicas de formacéo de
grumos semelhante ao controle POSITIVO, ainda que em menor dimenséo e quantidade.

3.4.8. Emissao dos resultados

a) Os resultados deverdo ser emitidos em documento denominado “Relatério de Ensaio” e
expresso como “POSITIVO” ou “NEGATIVO”;
b)  Expressar a quantidade de amostras de soro positivas dentre o total de analisadas.

3.4.9. Descarte das amostras e Residuos

a) Antes da realizacdo do descarte de amostras e produtos de ensaio deverao ser observados 0s
prazos minimos estabelecidos no item 3.4.10;

b) Todo o material utilizado na realizacdo do ensaio deve ser submetido ao processo de
autoclavacdo apropriado. A efetividade da esterilizacdo deve estar comprovada em procedimentos
proprios do laboratorio e devem ser utilizados controles fisicos, quimicos e biol6gicos para o
monitoramento do processo;

c) Os materiais descartados devem ser separados adequadamente entre residuos quimicos e
biolégicos;

d) O laboratério deve assegurar a biosseguranca dos residuos gerados, e seguir as legislacdes
ambientais vigentes durante todo o processo do descarte.
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3.4.10. Retencao de itens de ensaio

a)

Amostra de soros poderdo ser descartadas apés um periodo minimo de 30 dias da realizacdo

das andlises, registrando-se em formularios préprios e conferidas antes do descarte.

3.5.

Identificacdo do Agente - Isolamento de Salmonela

3.5.1. Materiais

a)
b)
c)
d)
e)
f)
g)
h)
i)
),
k)
1)
m)

n)

Luvas para procedimento;

Alcas bacteriolégicas descartaveis ou flambaveis;
Agulhas bacterioldgicas descartaveis ou flambaveis;
Placas de Petri com meio de cultura de diametro minimo de 9 cm;
Pipetas estéreis de volumes variados (opcional);
Seringas descartaveis de volumes variados (opcional);
Micropipetas de volumes variados;

Pinca ou pazinha estéril;

Tesoura estéril (opcional);

Tubos;

Conta-gotas;

Suporte para placas;

Suporte para tubos;

Cubas para descarte com liquido desinfetante (opcional).

3.5.2. Equipamentos e instrumentos

a)
b)
c)
d)
e)
f)
9)
h)

Cabine de Seguranca Biologica classe 1l A2 (preferencial) ou bancada com bico de Bunsen;
Esterilizador de algas bacteriolégicas (opcional);

Estufa;

Geladeira;

Balanca semi-analitica (opcional);

Agitador tipo vértex (opcional);

Homogeneizador para laboratorios de microbiologia (opcional);

Autoclave.

3.5.3. Insumos

a)
b)
c)
d)
e)
f)
9)
h)
i)
)
k)
)

Caldo BHI;

Caldo Tetrationato com Novobiocina a 4%;

Caldo Rappaport Vassiliadis;

Meio semi-sélido modificado Rappaport-Vassiliadis (MRSV);
Agar MacConkey;

Agar Hektoen;

Agar Xilose Lisina Deoxicolato (XLD) ou &agar verde brilhante (BPLS);
Agar Rambach;

Agar triplice acucar ferro (TSI);

Agar lisina ferro (LIA);

Meio SIM;

Caldo Uréia;
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m) Caldo fermentacéo de carboidratos - vermelho de fenol;

n) Caldo fermentacéo de carboidratos - vermelho de fenol em frasco com tubo de Duhran;

0) Caldo base Moeller;

p) Caldo base Moeller arginina;

g) Caldo base Moeller ornitina;

r Caldo base Moeller lisina;

s)  Agar citrato Simmons em bisel;

t) Agar fenilalanina em bisel;

u) Caldo malonato;

v)  Meio Clark-Lubs (VM-VP);

w)  Agar nutriente;

x)  Agar Stock;

y)  Reativos de Kovacs ou Ehrlich;

z)  Oleo mineral estéril;

aa) Controle POSITIVO (cepa de referéncia de Salmonella spp ou de um sorovar de controle do
PNSA).

3.5.4. Solucgdes

a) Agua Peptonada 1% pH 7,2 + 0,2;

b)  Solugéo de lodo-lodeto a 10%;

c) Solucéo de Lactose 10%;

d) Solucéo de Sacarose 10%;

e) Solugédo de Dulcitol 5%;

f) Solugéo de Maltose 5%;

g) Solucado de Manitol 10%;

h)  Solugéo de Glicose 10%;

i) Solucéo de Cloreto Férrico 10%;

) Solugéo de Vermelho de Metila 0,06%;
k)  Solugdo Alcodlica de Alfa Naftol 5%;

) Solucgéo de Hidroxido de Potassio 40%.

3.5.5. Realiza¢éo do ensaio
3.5.5.1. Consideracdes gerais

a) Todas as etapas devem ser realizadas em cabine de seguranca biolégica ou no raio de
esterilidade do bico de Bunsen;

b)  Deve ser utilizado um controle POSITIVO (cepa de Salmonella spp ou um sorovar de controle
do PNSA) em todas as etapas do isolamento;

c) Inicialmente deve ser escolhido um dos métodos de triagem (QUADRO 1) de acordo com o tipo
da amostra. As colbnias encontradas como suspeitas de salmonela devem seguir para a etapa de
purificacdo (item 3.5.5.2.7 e 3.5.5.3.4);

d) O laboratério pode optar por realizar a triagem por qPCR para Salmonella spp. (técnica 3.8) ou
por BAX® (técnica 3.9) antes da realizagdo do Isolamento;

e) ApoOs a realizacdo do Isolamento deve ser feita a caracteriza¢@o da cultura isolada, através da
Caracterizacdo antigénica (técnica 3.6), Tipificacdo por microarranjo de DNA (técnica 3.7) ou qPCR
especifico para os sorovares do PNSA (técnica 3.8). No caso de ser utilizado um dos métodos
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moleculares, € possivel abreviar as etapas do Isolamento desde que a verificagdo de desempenho
realizada pelo laboratorio tenha contemplado essa possibilidade. Vide fluxograma do item 4. (ANEXO).

3.5.5.2. Triagem em meio seletivo diferencial
3.5.5.2.1. Enriquecimento de material fecal

a) Adicionar 400 pL de solucéo de iodo-iodeto a 10% em cada um dos tubos de caldo Tetrationato
com Novobiocina a 4%, no momento do uso;

b) Homogeneizar a amostra e inocular:

l. 2 mL ou 2 g da amostra em 20 mL de caldo BHI;

[I. 2 mL ou 2 g daamostra em 20 mL de Caldo Tetrationato;

. 0,2mL ou 0,2 gdaamostraem 20 mL de Caldo Rappaport;

c) Ao final do procedimento inocular uma cepa de controle POSITIVO (cepa de referéncia de
Salmonella spp ou de um sorovar de controle do PNSA) nos caldos listados no item b);

d) Incubar o caldo BHI a 37 °C + 1 °C por 18-24 h;

e) Incubar os caldos Tetrationato e Rappaport a 42°C £ 1 °C por 18-24 horas;

f) Sempre que houver qualquer impedimento a continuagdo imediata dos procedimentos do
método de Isolamento, amostras enriquecidas podem ser armazenadas sob refrigeracéo (entre 2 e
8°C) por até 72 horas apos a incubagéo.

3.5.5.2.2. Pré-Enriguecimento de material ambiental e suabes

a) Realizar o pré-enriquecimento da amostra, adicionando aproximadamente 20 a 50 mL de agua
peptonada 1%, na quantidade suficiente para cobrir a amostra com o liquido;

b)  Incubar em estufa a 37 °C £ 1°C por 18-24 horas;

c) Sempre que houver qualquer impedimento a continuacdo imediata dos procedimentos do
método de Isolamento, amostras enriquecidas podem ser armazenadas sob refrigeracéo (entre 2 e
8°C) por até 72 horas apos a incubacgéo.

3.5.5.2.3. Enriguecimento de material ambiental e suabes

a) Adicionar 400 pL de solugéo de iodo-iodeto a 10% em cada um dos tubos de caldo Tetrationato
com Novobiocina a 4%, no momento do uso;

b) Homogeneizar a amostra pré-enriquecida e inocular:

l. 2 mL em 20 mL de caldo BHI;

II.  2mLem 20 mL de Caldo Tetrationato;

lll. 0,2 mLem 20 mL de Caldo Rappaport;

¢) Ao final do procedimento inocular o controle POSITIVO (cepa de referéncia de Salmonella spp
ou de um sorovar de controle do PNSA) nos caldos listados no item b);

d) Incubar o caldo BHI a 37 °C + 1 °C por 18-24 h;

e) Incubar os caldos Tetrationato e Rappaport a 42°C £ 1 °C por 18-24 horas;

f) Sempre que houver qualquer impedimento a continuagdo imediata dos procedimentos do
método de Isolamento, amostras enriquecidas podem ser armazenadas sob refrigeracéo (entre 2 e
8°C) por até 72 horas ap0s a incubagéo.

3.5.5.24. Enriquecimento de 6rgéos e tecidos
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a) Adicionar 400 pL de solugéo de iodo-iodeto a 10% em cada um dos tubos de caldo Tetrationato
com Novobiocina a 4%, no momento do uso;

b)  Triturar/macerar/homogeneizar a amostra e inocular:

l. 2 g em 20 mL de caldo BHI;

II. 2gem 20 mL de Caldo Tetrationato (em 2 tubos);

lll. 0,2 gem 20 mL de Caldo Rappaport (em 2 tubos);

c) Ao final do procedimento inocular o controle POSITIVO (cepa de referéncia de Salmonella spp
ou de um sorovar de controle do PNSA) nos caldos listados no item b);

d) Incubar o caldo BHI a 37 °C + 1 °C por 18-24 h;

e) Incubar um dos tubos dos caldos Tetrationato e Rappaporta37+1°Ceooutroa42+1 °C
por 18-24 horas;

f) Sempre que houver qualquer impedimento a continuagdo imediata dos procedimentos do
método de Isolamento, amostras enriquecidas podem ser armazenadas sob refrigeracdo (entre 2 e
8°C) por até 72 horas apos a incubagéo.

3.5.5.2.5. Plaqueamento seletivo diferencial para material fecal, ambiental, suabes, 6érgéos
e tecidos

a) Secar as placas a serem utilizadas em fluxo laminar ou cabine de seguranca bioldgica;

b) As placas devem ser mantidas, durante todo o tempo de armazenamento, secagem e
incubacdo com o agar voltado para baixo;

c) Agitar o tubo contendo o material enriquecido;

d) Retirar uma aliquota do in6culo do caldo de enriquecimento;

e) Plaguear cada tubo de caldo de enriguecimento em pelo menos um meio de cultura com alta
seletividade (agar XLD ou BPLS) e pelo menos um meio de média seletividade (dgar Hektoen ou agar
MacConkey). Pode ser realizada uma Unica alcada para cada caldo a ser plaqueado;

f) Esgotar o in6culo na extremidade do agar e estriar a partir deste ponto. As estrias devem ser
proximas e deve-se aproveitar toda a extenséo da placa (FIGURA 1);

g) Inocular uma placa de cada agar utilizado com as culturas de controle POSITIVO de salmonela
provenientes dos caldos BHI, Tetrationato e Rappaport enriquecidos na etapa de enriquecimento;

h)  Incubar as placas a temperatura de 37 °C + 1 °C por 18-24 horas;

i) Caso haja necessidade de divisdo de placas entre duas aliquotas, elas deverdo pertencer a
mesma amostra. Para que haja diviséo, a placa devera ter, no minimo, 9 cm de diametro;

i) Em nenhuma hipétese deve-se estriar uma amostra e um controle POSITIVO na mesma placa.
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FIGURA 1. Técnica de semeadura por esgotamento em agar

(Fonte: LFDA-SP)

QUADRO 1. Caldos e agares utilizados para incubagéo por material

Pré-enrique-

: Enriquecimento Agar
cimento
BPLS
Método Agua Caldo , ou XLD
de Triagem Amostras peptonada BHI Tetrationato Rappaport Mac ou MSRV
Hek
. R 37° o 37 42° o o
37°C 37°C C 42°C oC C 37°C 42°C
Material X X X X
Fecal
Material
Meio ambiental e X X X X X
seletivo suabes
diferencial Orgéos e X X X X X X
tecidos
Controle
POSITIVO X X X X
Material X
X
Fecal
Meio Material X
MSRV Ambiental e X
suabes
Controle X X
POSITIVO

Mac: MacConkey; Hek: Hektoen

3.5.5.2.6.

Leitura das placas

(Fonte: LFDA-SP)

a) A leitura devera ser realizada, primeiramente, verificando-se a efetividade do controle
POSITIVO utilizado, que devera ter crescimento bem-sucedido;
b) Quando néao houver crescimento nas primeiras 24 horas, incubar por mais 24 horas em estufa

a37+1°C,

C) Selecionar, no minimo, 3 coldnias de cada material com caracteristicas suspeitas de salmonela
para a realizacdo em Purificacdo em agar Rambach ou XLD conforme item 3.5.5.2.7, conforme
indicado no QUADRO 2.
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QUADRO 2. Aspecto das colbnias de salmonela tipicas em meios de cultura seletivos

Mei A
eio de Aspecto das coldnias tipicas

cultura

LT ‘
" % " |
Agar . b g
MacConk Transparente ou incolor
actonkey LT

Agar Hektoen

Verdes azuladas podendo apresentar um centro negro

Agar BPLS Cor rosada, entre translicida ou ligeiramente opaca
Agar XLD Cor-de-rosa (colénias H.S NEGATIVO) e avermelhadas
9 com centro negro (coldnias H2S POSITIVO)
Cor rosa claro a rosa escuro
Agar
Rambach

Transparentes e amareladas

(Fonte: fotos de LFDA-SP; adaptado de DUARTE, S. C. et al, 2016 e ISO 6579-1:2017)
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3.5.5.2.7. Purificacdo em 4gar Rambach ou XLD (Opcional)

a) As colbnias suspeitas obtidas nos agares de triagem podem passar pela etapa de purificacdo
a fim de dar continuidade ao método de isolamento;

b) Inocular uma al¢ada da cultura em agar XLD ou Rambach de modo a obter col6nias bem
isoladas, estriando o in6culo em trés direcdes diferentes. Utilizar uma alca bacterioldgica estéril a cada
mudanca de dire¢éo do estriamento sem recarrega-la com a cultura bacteriana;

¢) Ao final do procedimento, inocular uma placa com o controle POSITIVO (cepa de referéncia de
Salmonella spp ou de um sorovar de controle do PNSA);

d) Incubara 37 °C £ 1 °C por 18-24 horas.

3.5.5.2.8. Leitura das placas

a) A leitura deverd ser realizada, primeiramente, verificando-se a efetividade do controle
POSITIVO utilizado, que devera ter crescimento bem-sucedido;

b)  Colobnias tipicas de salmonela em agar Rambach se apresentam com variages da coloracdo
rosa, sendo que alguns sorovares podem se apresentar transparentes e mais amareladas (QUADRO
2);

c) Colbnias tipicas de salmonela em agar XLD se apresentam com variagdes da coloragdo rosa
(colbnias H.S NEGATIVO) e avermelhadas com centro negro (colénias H.S POSITIVO) (QUADRO 2);

d) Quando nao houver crescimento nas primeiras 24 horas, incubar por mais 24 horas em estufa
a37+1°C;

e) Sempre que houver qualquer impedimento a continuacdo imediata dos procedimentos do
método de Isolamento, deve-se inocular as colénias selecionadas em agar nutriente inclinado, incubar
a 37°C £ 1 °C por 18-24 horas e manter em temperatura ambiente, até que seja possivel o retorno das
atividades.

3.5.5.3. Triagem de material fecal e ambiental em meio MSRV (opcional)
3.5.5.3.1. Pré-enriquecimento
3.5.5.3.1.1. Material fecal

a) Adicionar 2 g em 20 mL de 4gua peptonada 1%;

b) Incubar em estufa a 37 °C £ 1°C por 18-24 horas;

c) ApoOsincubacdo, amostras pré-enriquecidas podem ser armazenadas sob refrigeracéo (entre 2
e 8°C) por até 72 horas antes da etapa de enriquecimento.

3.5.5.3.1.2. Materiais ambientais e suabes

a)  Adicionar aproximadamente 20 a 50 mL de agua peptonada 1%, na quantidade suficiente para
cobrir o material com o liquido, e

b)  Incubar em estufa a 37 °C £ 1°C por 18-24 horas;

d) Apo6s incubacdo, amostras pré-enriquecidas podem ser armazenadas sob refrigeracao (entre 2
e 8°C) por até 72 horas antes da etapa de enriquecimento.
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3.5.5.3.2.  Inoculagdo em meio MSRV

a) Homogeneizar a amostra pré-enriquecida e coletar 100pL;

b)  Aplicar o volume em um ponto do meio MSRV, podendo ser inoculadas até trés amostras na
mesma placa, dispostas em pontos equidistantes. As gotas ndo poderao se espalhar pela placa (Figura
2);

c) Ao final do procedimento, inocular um controle POSITIVO (cepa de referéncia de Salmonella
spp ou de um sorovar de controle do PNSA) e um controle NEGATIVO (dgua peptonada);

d) Aguardar a secagem das gotas inoculadas e incubar a 42 °C + 1 °C por 18-24 horas, mantendo
a superficie do agar voltada para cima.

FIGURA 2. Inoculacdo em meio MSRYV (até trés amostras por placa)

@

(Fonte: LFDA-SP, adaptado de 1SO 6579-1:2017)

3.5.5.3.3. Leitura das placas

a) A leitura deverd ser realizada, primeiramente, verificando-se a efetividade do controle
POSITIVO, que devera ter crescimento bem-sucedido, e a auséncia de crescimento do controle
NEGATIVO;

b) Havendo formacgé&o de halo esbranquigado, a amostra € suspeita de salmonela. (Quadro 3);

c) Coletar uma algcada do crescimento bacteriano suspeito a partir da borda de cada halo formado
no meio MSRYV para a etapa de purificagcdo em agar Rambach ou XLD (item 3.5.5.3.4);

d) Amostras para as quais ndo houver formacgéo de halo no meio MSRV deverdo permanecer em
estufaa 42 °C + 1 °C por mais 24 horas. Caso nao haja formacgao de halo esbranquicado, a amostra é
negativa para Salmonella spp;

e) Sempre que houver qualquer impedimento a continuacdo imediata dos procedimentos do
método de Isolamento, deve-se inocular as coldnias selecionadas em agar nutriente inclinado, incubar
a 37°C £ 1 °C por 18-24 horas e manter em temperatura ambiente, até que seja possivel o retorno das
atividades.
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QUADRO 3. Aspecto das colbnias de salmonela tipicas em meio MSRV

Meio de cultura Aspecto das coldnias tipicas
Colbdnias positivas: formacao de halo esbranquicado

Meio MSRV

A: crescimento caracteristico (amostra suspeita);
B e C: crescimento ndo caracteristico (amostras negativas)

(Fonte: fotos de LFDA-SP; adaptado de ISO 6579-1:2017)
3.5.5.34. Purificacdo em agar Rambach ou XLD

a) As colbnias suspeitas obtidas do método de triagem MSRV devem passar pela etapa de
purificacdo a fim de dar continuidade ao método de isolamento;

b) A purificagéo € opcional caso seja realizada a técnica de microarranjo de DNA (item 3.7);

c) Inocular uma algada da cultura em &gar XLD ou Rambach de modo a obter colénias bem
isoladas, estriando o indculo em trés dire¢des diferentes. Utilizar uma alga bacteriologica estéril a cada
mudanca de direcdo do estriamento sem recarregé-la com a cultura bacteriana (FIGURA 1);

d) Ao final do procedimento, inocular uma placa com o controle POSITIVO (cepa de referéncia de
Salmonella spp ou de um sorovar de controle do PNSA);

e) Incubara 37 °C £ 1 °C por 18-24 horas.

3.5.5.3.5. Leitura das placas

a) A leitura deverd ser realizada, primeiramente, verificando-se a efetividade do controle
POSITIVO utilizado, que devera ter crescimento bem-sucedido;

b)  Colbnias tipicas de salmonela em agar Rambach se apresentam com variagées da coloracao
rosa, sendo que alguns sorovares podem se apresentar transparentes e mais amareladas (QUADRO
2.);

c) Colbnias tipicas de salmonela em agar XLD se apresentam com variacdes da coloragédo rosa
(colbnias H.S NEGATIVO) e avermelhadas com centro negro (colénias H.S POSITIVO) (QUADRO 2);

d) Quando ndo houver crescimento nas primeiras 24 horas, incubar por mais 24 horas em estufa
a37+1°C;

e) Caso nao haja crescimento de coldnias suspeitas apos esse procedimento, a amostra pode ser
considerada negativa para Salmonella spp;

f) Sempre que houver qualquer impedimento a continuagdo imediata dos procedimentos do
método de Isolamento, deve-se inocular as col6nias selecionadas em agar nutriente inclinado, incubar
a 37°C £ 1 °C por 18-24 horas e manter em temperatura ambiente, até que seja possivel o retorno das
atividades.
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3.5.5.4. Série bioquimica preliminar

a) As colbnias com morfologia suspeita de salmonela devem ser semeadas nos meios de
bioquimismo preliminar: Agar TSI, Agar LIA, Meio SIM e Caldo Ureia. Utilizar colénias isoladas para o
teste. Pode ser feita uma so algada por colnia testada;

b) Caso haja diferencas morfolégicas entre as coldnias suspeitas numa mesma placa, deve-se
selecionar uma col6nia de cada morfologia;

c) Ao final do procedimento, inocular um tubo de cada meio utilizado com o controle POSITIVO
(cepa de referéncia de Salmonella spp ou de um sorovar de controle do PNSA);

d) Ascolbnias bacterianas que apresentarem rea¢des compativeis com o género Salmonella com
motilidade negativa (imdveis) ou com caracteristicas incoerentes na série bioquimica preliminar
deverdo seguir obrigatoriamente para a etapa do bioquimismo complementar;

e) O laboratdério pode optar por realizar a técnica de microarranjo de DNA para substituir as etapas
de bioquimismo preliminar e complementar da coldnia.

3.5.5.4.1. Agar TSleLIA

a) Inocular a colbnia bacteriana com auxilio de agulha bacteriolégica por picada no centro do agar
até a metade da profundidade e estriar a rampa;
b)  Incubar os tubos inoculados a temperatura de 37 °C £+ 1°C por 18-24 horas.

3.5.5.4.2. Meio SIM

a) Inocular a colénia bacteriana com auxilio de agulha bacteriolégica por picada no centro do agar
até a metade da profundidade. Retirar a agulha na mesma dire¢éao;

b)  Incubar os tubos inoculados a temperatura de 37 °C £ 1 °C por 18-24 horas;

c) ApOs a leitura da motilidade e da producéo de H,S, adicionar trés gotas da solucéo reveladora
(reativos de Kovac ou Ehrlich) para a prova do indol.

3.5.5.4.3. Caldo Ureia

a) Inocular a coldnia bacteriana com auxilio de agulha bacterioldgica;

b)  Incubar os tubos inoculados a temperatura de 37 °C + 1 °C por 18-24 horas;

¢) Em caso de resultado NEGATIVO nas primeiras 24 horas, incubar novamente a 37 °C = 1 °C
por 18-24 horas.
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3.5.5.4.4. Leitura do bioquimismo preliminar
a) Adentificacdo bioquimica preliminar no género Salmonella segue o disposto no QUADRO 4.

QUADRO 4. Identificagé@o bioquimica preliminar do género Salmonella

Comportamento Salmonella Salmonella Ssalrrécsjrgflla Salmonella sp sub-
bioquimico Pullorum Gallinarum P su espécies lllae lllb
especie |

Base A gas +/- Agas - Agas + Agas +

JSI 24 Bisel \Y \Y \Y VouA
oras H2S +/- + + +
Base P P P P
rI]_IA 24 Bisel P P P P
oras H2S +/- + + +
Urease - - - -
Motilidade - - + +

Salmonella sp subespécie | — S. Typhimurium e S. Enteritidis (entre outras);
Salmonella sp subespécie Ill a e lll b - Antigo grupo Arizona;
A — Amarelo (acido); V — vermelho (alcalino); P — parpura (alcalino).
(Fonte: adaptado de DUARTE, S. C. et al, 2016.)

3.5.5.5. Série bioquimica complementar

a) Esta etapa é obrigat6ria para coldnias suspeitas de salmonela com motilidade negativa ou com
aspectos incoerentes no bioquimismo preliminar;

b) A realizacao desta etapa néo € obrigatéria para coldonias que se apresentarem com motilidade
positiva no meio SIM,;

c) Deve ser escolhida pelo menos uma colbnia suspeita de cada matriz testada, devendo também
ser selecionadas coldnias com resultados bioquimicos diferenciados, quando houver;

d) O in6culo a ser utilizado na série complementar devera ser retirado do agar TSI do teste anterior
(item 3.5.5.4);

e) Ao final do procedimento, inocular um tubo de cada meio utilizado com o controle POSITIVO
(cepa de referéncia de Salmonella spp ou de um sorovar de controle do PNSA);

f) O laborat6rio pode optar por realizar a técnica de microarranjo de DNA para substituir as etapas
de bioquimismo preliminar e complementar da coldnia.

g) As colbnias bacterianas que apresentarem rea¢des compativeis com o género Salmonella na
caracterizacdo bioquimica deverdo ser submetidas a caracterizacdo antigénica (técnica 3.6) ou
tipificag@o por microarranjo de DNA (técnica 3.7) a fim de ser obtida sua identificacdo

3.5.5.5.1. Série de agUcares

a) Para cada col6nia a ser testada, separar seis tubos contendo caldo fermentacdo, sendo um deles
com tubo de Duhran. Identifica-los com os nomes dos agucares a serem testados na seguinte ordem:
Lactose, Sacarose, Dulcitol, Manitol, Maltose e Glicose (caldo contendo o tubo Duhran);

b) Adicionar 500 pL da solucdo de cada agucar nos tubos previamente identificados. A soluc¢do de
Dulcitol deve ser dissolvida em banho-maria antes da adi¢éo ao caldo, devido a precipitacao de cristais.
A adicdo dos acUcares ao caldo fermentacéo deve ocorrer no momento da realizacéo do procedimento;

c¢) Inocular a colénia bacteriana lavando-se a alga sequencialmente nos caldos, na seguinte ordem:
Lactose, Sacarose, Dulcitol, Manitol, Maltose e Glicose (tubo contendo o tubo Duhran);

d) Incubar os tubos inoculados a temperatura de 37 £ 1°C por 18-24 horas;
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e) Em caso de resultado NEGATIVO nas primeiras 24 horas, incubar novamente a 37 °C + 1 °C por
18-24 horas.

3.5.5.5.2. Série de aminoacidos

a) Deve-se utilizar um tubo contendo apenas o0 meio base Moeller, sem adicdo de aminoacidos, para
controle do teste;

b) Inocular a colénia bacteriana lavando-se a al¢a sequencialmente nos caldos arginina, ornitina e
lisina, e no caldo de controle do teste;

c¢) Ao final do procedimento, vedar a superficie dos caldos com algumas gotas de 6leo mineral,

d) Incubar os tubos inoculados a temperatura de 37 = 1 °C por 18-24 horas;

e) Em caso de resultado NEGATIVO nas primeiras 24 horas, incubar novamente a 37 °C + 1 °C
por 18-24 horas.

3.5.55.3. Prova da fenilalanina, utilizagdo do citrato e malonato

a) Inocular a col6nia bacteriana por estriamento primeiro na superficie do bisel do:
|. &gar citrato de Simmons;

II. &gar fenilalanina e

[ll. lavar a alga no caldo malonato.

b) Incubar os tubos inoculados a temperatura de 37°C = 1 °C por 18-24 horas;

c) Em caso de resultado NEGATIVO na leitura do caldo malonato nas primeiras 24 horas, incubar
novamente a 37 °C = 1 °C por 18-24 horas;

d) Antes da leitura do agar Fenilalanina, adicionar algumas gotas de cloreto férrico a 10% até cobrir
o bisel.

3.5.5.54. Provas do Vermelho de Metila (VM) e Voges-Proskauer (VP)

a) Inocular a col6nia bacteriana em dois tubos de caldo Clark-Lubs (VM-VP);

b) Incubar os tubos inoculados a temperatura de 37°C + 2 °C por 18-24 horas;

¢) Para a leitura do teste de VM, adicionar em um dos tubos trés gotas de solucéo de Vermelho de
Metila, ou o volume suficiente para formar um anel na superficie, com cuidado para ndo agitar o tubo;

d) Para a leitura do teste de VP, adicionar ao outro tubo 600 uL de solucdo de Alfa Naftol a cada 3
mL de caldo e agitar o frasco até ficar leitoso. Em seguida, adicionar 200 uL da solucao Hidréxido de
Potassio a 40% a cada 3 mL de caldo e agitar novamente. Homogeneizar bem e inclinar o tubo,
fazendo a leitura apds 1h. Verificar a formacédo de um anel na superficie durante a leitura.
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3.5.5.5.,5. Leiturado bioquimismo complementar
a) A identificagdo Bioquimica complementar do género Salmonella segue o disposto no QUADRO 5.

QUADRO 5. Identificacao bioquimica complementar do género Salmonella

Salmonella s
Comportamento Salmonella sp sub- Salmonella Salmonella . P
. L L . sub-espécies llla e
bioquimico espécie | Pullorum Gallinarum b
Lactose - - - d
Sacarose - - - -
Dulcitol + - +(*) -
Manitol + + + +
Maltose + - (* + +
Glicose producéo
al + + + +
de acido
Glicose produgao N d i N
de gas
Arginina
. d d - d
desidrolase
Ormtma + () i N
descarboxilase
Lisina
i + + + +
descarboxilase
Fenilalanina
desaminase
Citrato de Simons + - - +
Malonato - - - +
VM + + + +
VP - - - -

Salmonella sp subespécie | — S. Typhimurium e S. Enteritidis (entre outras);
Salmonella sp subespécie Ill a e lll b - Antigo grupo Arizona;
(+) - 90-100% de cepas sdo positivas;
(-) - 90-100% de cepas sao negativas;
(d) — Diferentes tipos;
(*) — Ocasionalmente negativa;
(**) — ou tardiamente positiva.
(Fonte: adaptado de DUARTE, S. C. et al, 2016.)

3.5.6. Critérios de Aceitacdo do Ensaio

a) A leitura do controle POSITIVO em todas as etapas do isolamento deve ser satisfatoria,
apresentando resultados compativeis com cultura suspeita para salmonela;

b) O controle NEGATIVO deve ser ausente de crescimento em todas as etapas;

c) Em caso de crescimento insatisfatério para qualquer um dos controles, a etapa devera ser
repetida.
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3.5.7. Interpretagao dos resultados

a) NEGATIVO:
I.  N&o apresentarem crescimento de colonias com carateristicas morfologicas compativeis com
0 género Salmonella,
[I.  N&o apresentarem bioquimismo compativel com o género Salmonella,
lll.  Apresentar resultados negativos nas técnicas de triagem molecular ou
IV.  Apresentar resultados negativo no Anti-soro “O”

b) POSITIVO:
l. Apresentaram resultado Positivo nas técnicas moleculares de triagem ou de identificacdo
género Salmonella
II.  Apresentar resultado Positivo do no anti-soro “O

c) AUSENCIA DE CRESCIMENTO BACTERIANO:
I.  Amostras de Material Fecal (item 1.2.a), Material Ambiental e suabes (item 1.2.b) ou Ceco
com Tonsilas cecais (itens (1.2.c.IV e 1.2.d.1ll) que ndo apresentarem crescimento em meios

nao seletivos ou seletivos, exceto no MSRYV,

3.5.8.Emissao dos Resultados

a) Os resultados deverdo ser emitidos em documento denominado “Relatério de Ensaio”, e
expresso como “POSITIVO”, “NEGATIVO” ou “AUSENCIA DE CRESCIMENTO BACTERIANO” para
cada técnicas de diagnéstico utilizada.

l. Deve ser indicado o total de aliquotas negativas, positivas e/ou com auséncia de
crescimento dentre o total de analisadas, identificando a matriz que obteve cada
resultado;

Il. No caso de amostras positivas a identificacdo obtida também devera ser informada.

3.5.9. Armazenamento de culturas e envio para LFDA-SP

a) Quando houver isolamento e caracteriza¢éo de cepas de salmonela de qualquer sorovar, essas
deverdo ser armazenadas em frasco de vidro (tipo penicilina) com agar Stock em bisel, pelo prazo
minimo de 3 anos;

b) O laboratério deve seguir orientacdes da CGAL para enviar um relatério mensal dos sorovares
identificados ao LFDA-SP, em via eletronica. A técnica utilizada para caracterizacdo do sorovar
(caracterizagdo antigénica bésica, caracterizacdo antigénica ampliada, caracterizagdo antigénica
completa ou tipificacdo por microarranjo de DNA) deve ser informada no documento.

c) O laboratério credenciado deve enviar uma replicata ao LFDA-SP das culturas isoladas:

l. de granjas de reprodutoras;

Il. de material genético importado;

lll.  de qualquer origem cujo sorovar identificado seja um dos controlados pelo PNSA, incluindo-se

monofasicas e culturas imoveis S. (1,9,12: - : -);

IV. de qualquer origem cujo sorovar identificado seja Hadar, Infantis ou Virchow;

V. de Salmonella spp., que tenham sido previamente selecionadas pelo MAPA a partir dos

relatérios mensais.

50



d) A selecédo das culturas para envio obrigatério ao LFDA-SP ocorrera de acordo com o interesse
do MAPA,;

e) As culturas enviadas ao LFDA-SP devem acompanhar o documento “Envio de Culturas de
Salmonela”, planilha do RTA/DIA Relatério Técnico de Atividades disponivel em
https://www.gov.br/agricultura/pt-br/assuntos/laboratorios/ encaminhado obrigatoriamente nas vias
impressa e eletronica, devidamente preenchido e assinado pelo Responsavel Técnico do Laboratorio;

f) O envio das culturas deve ser feito em embalagens seguindo o padrédo IATA de biosseguranca.

3.5.10. Descarte das amostras e residuos

a) Antes da realizagdo do descarte de amostras e culturas deverdo ser observados os prazos
minimos estabelecidos no item 3.5.11;

b) Os materiais descartados devem ser separados adequadamente entre residuos quimicos e
biol6gicos;

c) Todo o residuo bioldgico utilizado na realizacdo do ensaio deve ser submetido ao processo de
autoclavacdo apropriado. A efetividade da esterilizacdo deve estar comprovada em procedimentos
préprios do laboratério e devem ser utilizados controles fisicos, quimicos e biolégicos para o
monitoramento do processo;

d) O laboratério deve assegurar a biosseguranca dos residuos gerados, e seguir as legislacdes
ambientais vigentes durante todo o processo do descarte.

3.5.11. Retencdo de itens de ensaio

a) Amostras para isolamento
Imediatamente apés a emissao do laudo, as amostras poderdo ser descartadas, registrando-se em
formularios préprios e conferidas antes do descarte.

b)  Culturas de salmonela
Ap6s um periodo minimo de 03 anos da realizacéo das analises, as culturas poderdo ser descartadas,
registrando-se em formularios préprios e conferidas antes do descarte.

3.6. ldentificacdo do agente - Caracterizagdo antigénica por aglutinacéo

3.6.1. Materiais

a) Luvas para procedimento;

b)  Alcas bacteriologicas descartaveis ou flambaveis;

c) Placa de vidro quadriculada ou lamina para sorologia, limpa e desengordurada;
d)  Micropipetas com ponteiras de volumes variados;

e) Pipetas de Pasteur (opcional);

f) Placas de Petri estéreis (opcional);

g) Tiras de papel filtro de 3 cm estéreis;

h) Lamina ou faca estéril;

i) Pinca estéril;

i) Palitos de madeira ou misturadores de plastico;

k)  Papel toalha;

) Cuba para descarte de materiais com solu¢ao desinfetante.

3.6.2. Equipamentos e instrumentos
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a) Cabine de Seguranca Biologica classe Il A2 (preferencial) ou bancada com bico de Bunsen;
b)  Fluxo laminar com luz UV (opcional);

c) Estufa;

d) Banho-maria (opcional);

e) Esterilizador de alcas bacteriol6gicas (opcional);

f) Crondmetro;

g) Fonte luminosa para sorologia;

h)  Autoclave.

3.6.3. Insumos

a) Agar TSA;

b)  Agar nutriente;

c) Meio swarm agar ou similar (opcional);

d)  Soro antissomatico "O" polivalente de salmonela;

e) Soro antiflagelar "H" polivalente de salmonela;

f) Soro antissomético "B" (0:4,5) de salmonela;

g) Soro antissomatico "D" (0:9) de salmonela;

h)  Soro antiflagelar "H:2" de salmonela;

i) Soro antiflagelar "H:i" de salmonela;

)] Soro antiflagelar "H:m" de salmonela;

k)  Soro antiflagelar "H:g" de salmonela;

)i Soro antiflagelar "H:q,s,t,p,u” de salmonela ou conjunto com os soros individuais equivalentes
(H:q, H:s, H:t, H:p e H:u);

m) Cepa de referéncia de S. Enteritidis;

n) Cepa de referéncia de S. Typhimurium;

0) Cepa de referéncia de S. Pullorum;

p) Cepa de referéncia de S. Gallinarum.

3.6.4. Insumos opcionais (caracterizacdo ampliada)

a) Soro antissomatico "C1" (0:6,7) de salmonela;
b)  Soro antissomatico “C2” (0:6,8) de salmonela;
c) Soro antiflagelar "H:r" de salmonela;

d) Soro antiflagelar “H:5” de salmonela;

e) Soro antiflagelar “H:e,n,x” de salmonela;

f) Soro antiflagelar “H:z10” de salmonela;

g) Soro antiflagelar “H:z:15” de salmonela;

h)  Cepa de referéncia de S. Heidelberg;

i) Cepa de referéncia de S. Infantis;

) Cepa de referéncia de S. Hadar;

k)  Cepa de referéncia de S. Virchow.

3.6.5. Solucgbes
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a) Solucéo de Cloreto de Sédio 0,85%;
b)  Solugéo de Cloreto de Sédio 2%.

3.6.6. Realizacdo do ensaio
3.6.6.1. Consideracdes gerais

a) Retirar da geladeira os antissoros a serem utilizados com antecedéncia de 15 minutos ao inicio
dos testes, até que atinjam a temperatura ambiente (18 a 25°C);

b)  Utilizar um controle POSITIVO (cepa de referéncia) e um NEGATIVO em todas as etapas da
caracterizacao;

c) As etapas de inoculagdo das colonias devem ser feitas obrigatoriamente em cabine de
seguranca biolégica classe 1l A2 ou bancada com bico de Bunsen;

d) Escolher um dos métodos para repique das culturas (inoculagdo em agar solido inclinado — item
3.6.6.2 ou inoculagcéo em placa — item 3.6.6.3) para fazer a caracterizacao;

e) A partir da aglutinagdo encontrada com os antissoros testados, fazer a interpretacdo do
resultado de acordo com os QUADROS Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada.6 A 9, de acordo
com a opcao de caracterizagdo antigénica escolhida. O laboratério pode optar por realizar a
caracterizacao antigénica basica (S. Typhimurium, S. Enteritidis, S. Gallinarum e S. Pullorum) ou a
ampliada (S. Typhimurium, S. Enteritidis, S. Gallinarum, S. Pullorum, S. Virchow, S. Hadar e S.
Infantis);

f) Escolher um dos métodos para inversao de fase (técnica da ponte de papel — item 3.6.6.14 ou
em swarm 4gar — item 3.6.6.15), quando for aplicavel;

g) A caracterizagdo antigénica pode ser realizada em paralelo com a série bioguimica
complementar para a finalizacdo do método de Isolamento (técnica 3.5) de culturas imoveis;

h) O laboratério pode optar por realizar a técnica de microarranjo de DNA para substituir as etapas
da caracterizacdo antigénica da colonia.

3.6.6.2. Técnica da caracterizagado a partir dainoculagdo em agar solido inclinado

a) Retirar o in6culo do 4gar TSI a partir da série bioguimica preliminar (item 3.5.5.4 do Isolamento
de Salmonela);

b) Inocular a colbnia a ser testada em agar nutriente e incuba-la a temperatura de 37 + 1°C por
18-24 horas;

c) Adicionar 0,5 a 1 mL de solucao salina na concentracéo de 0,85% no tubo de agar nutriente
contendo a bactéria a ser testada;

d) Homogeneizar a massa bacteriana na solucao salina até a obtenc&o de um caldo turvo;

e) Depositar, separadamente sobre a superficie da placa ou da lamina de sorologia, uma gota (20
KL ou o recomendado pelo fabricante) do antissoro a ser testado;

f) Acrescentar uma gota de suspensédo bacteriana sobre cada uma delas;

g) Com o auxilio de um palito ou um misturador de plastico, fazer pequenos movimentos circulares
para misturar o antissoro e a solucao bacteriana, tomando cuidado para evitar respingos e aerossois;

h)  Descartar os palitos ou misturadores utilizados;

i) Agitar suavemente a placa pelo tempo indicado na bula do fabricante, fazendo movimentos
circulares e atentando para a ocorréncia da formacdo de grumos;

) Realizar a leitura contra a fonte luminosa ap6s o tempo da reacao indicado pelo fabricante. O
resultado € POSITIVO para o antissoro testado quando houver qualquer grau de formacéo de grumos.

3.6.6.3. Técnica da caracterizagao a partir dainoculagcdo em placa
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a)  Fundir o meio swarm agar a 95 °C em banho-maria. Resfriar em seguida, mantendo a 45 °C;

b)  Distribuir entre 10-30 mL do meio em placa de Petri de forma que a altura aproximada do meio
seja de 1 cm. Esperar o meio solidificar;

c) Retirar o indculo do &gar TSI a partir da série bioquimica preliminar (item 3.5.5.4 do Isolamento
de Salmonela);

d) Inocular a colbnia ser testada no centro da placa de Petri, encostando levemente a alca na
superficie do agar, tomando o cuidado para ndo estriar nem perfurar o meio. Inocular apenas uma
coldnia por placa;

e) Incubar a temperatura de 37 + 1°C por 18-24 horas, mantendo a superficie voltada para cima
em superficie plana;

f) Inocular cada colénia também em uma placa de Petri com agar nutriente ou agar TSA através
de estriamento e incuba-la a temperatura de 37 = 1°C por 18-24 horas;

g) Depositar, separadamente sobre a superficie da placa quadriculada ou da lamina de sorologia,
uma gota de cada antissoro a ser testado;

h)  Com o auxilio de um palito, alca ou um misturador de plastico, recolher massa bacteriana de
trés pontos do agar nutriente ou TSA e deposita-la ao lado de cada gota;

i) Fazer pequenos movimentos circulares para misturar o antissoro e a massa bacteriana,
tomando cuidado para evitar respingos e aerossais;

i) Descartar os palitos ou misturadores;

k)  Agitar suavemente a placa pelo tempo indicado na bula do fabricante, fazendo movimentos
circulares e atentando para a ocorréncia da formacao de grumos;

)i Realizar a leitura contra a fonte luminosa ap6s o tempo da reacao indicado pelo fabricante. O
resultado € POSITIVO para o antissoro testado quando houver qualquer grau de formacao de grumos.

3.6.6.4. Teste com salina 2%

a) Realizar a caracterizacéo antigénica (item 3.6.6.2 ou 3.6.6.3) com a solucéo salina 2%, pelo
tempo de dois minutos de reacao;

b) As cepas que apresentarem reagao negativa com a salina 2% devem ser testadas para o0 soro
“O” para salmonela (caracterizagdo somatica);

c) Caso a cepa testada apresente reacdo positiva com a salina 2%, a caracterizagdo antigénica
estard inviabilizada, por tratar-se de cepa auto aglutinante. Essa cepa devera passar por novo
processo de purificagdo, sendo inicialmente enriquecida em caldo Rappaport a 42° + 1°C por 18-24
horas, em seguida passando para a etapa de purificacdo em agar Rambach e bioquimismo (etapas
3.5.5.3 e 3.5.5.4 do Isolamento de Salmonela), até chegar novamente na caracterizacao;

d) Na permanéncia de aglutinagdo positiva com a salina 2% para a cepa autoaglutinante, o
resultado deve ser pré-definido como “Cepa autoaglutinante” e o diagndstico definitivo do sorovar
somente pode ser obtido através da tipificacdo por microarranjo de DNA (técnica 3.7);

e) Caso nao seja possivel realizar a tipificacdo por microarranjo de DNA, o resultado deve ser
emitido como “Cepa autoaglutinante” no laudo final.
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3.6.6.5. Caracterizacdo somatica

a) Realizar a caracterizagéo antigénica (item 3.6.6.2 ou 3.6.6.3) com o soro “O” para salmonela;

b) As cepas que apresentarem reagdo negativa com o antissoro “O” sdo negativas para
salmonela;

c) Caso acepa que apresente reacao positiva com o antissoro “O”, realizar o teste com o antissoro
“H” para salmonela;

d) As cepas que apresentarem reagao positiva com o antissoro “O” e “H” devem ser testadas
antigenicamente com os antissoros monovalentes “B” (0:4) e “D” (0:9) de salmonela para
caracterizacdo do grupo antigénico. Opcionalmente o laboratério podera realizar o teste com os
antissoros monovalentes “C1” (0:6,7) e “C2” (0:6,8) além dos anteriores (caracterizacdo ampliada);

e) Ascepas que apresentarem reagao negativa com o antissoro “H” sdo consideras cepas imoveis
e devem ser testadas antigenicamente com o antissoro monovalente “D” (0:9) (item 3.6.6.6).

3.6.6.6. Caracterizagcao de cepas imoéveis

a) Para as cepas imoveis que apresentarem aglutinagdo positiva para o antissoro “D” (0:9), a
caracterizacdo do sorovar deve ser complementada por diferenciacdo bioquimica, realizada no
bioquimismo complementar (item 3.5.5.4), sob suspeita de S. Pullorum e S. Gallinarum;

b) Na impossibilidade de diferenciacdo entre os dois sorovares, o0 resultado deve ser emitido
através da formula antigénica “S. imoével (1,9,12: - : - )" e o diagndstico definitivo somente pode ser
realizado através da tipificacdo por microarranjo de DNA;

c) O método de tipificacdo por Microarranjo de DNA podera ser realizado pelo préprio laboratorio
ou por outro laboratério que pertenca a rede de credenciados do MAPA para isolamento e
caracterizacao de salmonelose aviaria,

d) Caso nao seja possivel realizar a tipificacdo por microarranjo de DNA, o resultado deve ser
emitido através da férmula antigénica “S. imével (1,9,12: - : - )" no relatério de ensaio.

3.6.6.7. Caracterizacdo do grupo antigénico

a) As cepas positivas para os antissoros “O” e “H” que apresentarem resultados “POSITIVOS”
para um dos antissoros monovalentes testados (“B”, “D”, “C1” ou “C2”) deverao passar pela
caracterizacao flagelar correspondente ao sorovar suspeito, seguindo-se o critério a seguir:

l. Reacdao positiva para antissoro “B”: suspeitas de S. Typhimurium e S. Heidelberg;

Il. Reacao positiva para antissoro “D”: suspeitas de S. Enteritidis;

lll.  Reacéo positiva para antissoro “C1”: suspeitas de S. Infantis e S. Virchow;

IV. Reagéo positiva para antissoro “C2”: suspeitas de S. Hadar;

b) Caso a caracterizacao flagelar seja realizada a partir da inoculagdo em placa, retirar a massa
bacteriana a partir do meio swarm agar. Deve-se escolher pontos na borda da placa para a
caracterizacao, tomando cuidado para néo retirar parte do agar;

c) As cepas que apresentarem resultados NEGATIVOs para os antissoros “B” e “D” (obrigatdrios
— caracterizagdo basica), “C1” e “C2” (optativos — caracterizacdo ampliada) terdo diagnéstico preé-
definido por Salmonella spp.
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3.6.6.8. Caracterizacdo do sorovar Enteritidis

a) Realizar a caracterizacao flagelar com os antissoros flagelares H:g, H:m e H:q,s,t,p,u e fazer a
interpretacéo do resultado (QUADRO 6);

b) A cultura testada é considerada S. Enteritidis caso a aglutinagdo com os antissoros H:g e H:m
seja positiva e com o antissoro H:q,s,t,p,u seja negativa;

c) Cepas cuja caracterizagdo flagelar seja discordante do item b) terdo diagnostico pré-definido
por Salmonella spp.

3.6.6.9. Caracterizagao do sorovar Typhimurium

a) Realizar a caracterizagdo flagelar com os antissoros flagelares H:i, H:2 e H:r e fazer a
interpretacao do resultado (QUADRO 6);
b) A inversdo de fase deve ser realizada nos casos em que apenas um dos antissoros testados
(H:i, H:2 ou H:r) apresentar rea¢ao positiva. Seguir procedimento do item 3.6.6.14 ou 3.6.6.15;
c) Aculturatestada é considerada S. Typhimurium se apresentar reacao negativa para o antissoro
H:r e um dos resultados a seguir:
l. Reacéo positiva para os antissoros H:i e H:2 diretamente;
Il. Reacéo positiva para o antissoro H:i diretamente e positiva com antissoro H:2 apés a inversao
de fase;
[ll.  Reag&o positiva para o antissoro H:2 diretamente e positiva com antissoro H:i apés a inversao
de fase;

d) Cepas cuja caracterizacao flagelar seja discordante do item c) terdo diagnostico pré-definido
por Salmonella spp.
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QUADRO 6. Identificacé@o sorolégica dos sorovares de Salmonella (obrigatorios)

Sorovares de caracterizacao obrigatoéria
Soros somaticos Soros flagelares
Sal. - Sorovar
0] H ‘ B ‘ D m | q,s,t,p,u i | 1,2 ‘ r
+ + NA NA NA Cepa autoaglutinante @
- + + - - NA NA S. spp.b
- + - - + NA NA S. Gallinarum ¢
- + - - + NA NA S. Pullorum ¢
- + + - + + - NA S. Enteritidis
- + + - + + NA S. spp.b
- + + - + - -1+ NA S. spp.b
- + + + - NA + + - S. Typhimurium
- + + + - NA + - - S. (1,4,[5),12:i:-)¢
- + + + - NA - + - S.(1,4,[5],12:-:1,2)4d
- + + + - NA - - - S. spp.b
Legenda: (Fonte: adaptado de GRIMONT & WEILL, 2007.)

Sal. — Salina 2%; NA — Nao aplicavel;

a: - O diagnéstico somente pode ser definitivo por meio de tipificagcdo molecular por microarranjo de DNA. Na
impossibilidade desta andlise, providenciar uma nova purificagdo da cultura e repetir a caracteriza¢éo ou, em
ultimo caso, liberar o resultado como “Cepa autoaglutinante” e, se possivel, realizar analise de tipificagao por
meio de provedor externo credenciado ao MAPA para isolamento e caracteriza¢do de salmonelose aviaria.

b: O laboratério pode optar pela realizagéo da caracterizagdo final do sorovar por meio da tipificacdo por
microarranjo de DNA ou caracterizacado completa realizada em laboratério de referéncia para Salmonela.

¢: Confirmar diagnéstico com o resultado do teste bioquimismo complementar.

d . Seguir para a etapa de inversdo de fase (item 3.6.6.14 ou 3.6.6.15) para conclusdo da caracterizacio
antigénica.

3.6.6.10. Caracterizagdo do sorovar Heidelberg — Opcional (caracterizagcdo ampliada)

a) Realizar a caracterizacédo flagelar com os antissoros flagelares H:i, H:2 e H:ir e fazer a
interpretacdo do resultado (QUADRO 7);
b) A inversdo de fase deve ser realizada nos casos em que apenas um dos antissoros testados
(H:i, H:2 ou H:r) apresentar reacao positiva. Seguir procedimento do item 3.6.6.14 ou 3.6.6.15;
c) A cultura testada é considerada S. Heidelberg se apresentar reacao negativa para o antissoro
H:i e um dos resultados a seguir:
I. Reacdo positiva para os antissoros H:2 e H:r diretamente;
Il. Reacdo positiva para o antissoro H:2 diretamente e positiva com antissoro H:r apés a inverséo
de fase;
lll. Reacdo positiva para o antissoro H:r diretamente e positiva com antissoro H:2 ap0s a inverséo
de fase.

d) Cepas cuja caracterizacao flagelar seja discordante do item c) terdo diagnostico pré-definido
por Salmonella spp.
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3.6.6.11. Caracterizacdo do sorovar Hadar — Opcional (caracterizagcdo ampliada)

a) Realizar a técnica de aglutinacdo em placa com os antissoros flagelares H:z10, H:e,n,x € H:z1s5
e fazer a interpretacdo do resultado (QUADRO 7);

b) A inversdo de fase deve ser realizada nos casos em que apenas um dos antissoros testados
(H:z10 ou H:e,n,x), com excecdo do H:zis, apresentar reacdo positiva. Seguir procedimento do item
3.6.6.14 ou 3.6.6.15;

c) Aculturatestada é considerada S. Hadar se apresentar reacao negativa para o antissoro H:zis
e um dos resultados a seguir:

l. Reacdao positiva para os antissoros H:zio € H:e, n, X diretamente;

II.  Reagdo positiva para o antissoro H:zio diretamente e positiva com antissoro H:e,n,x apés a

inversao de fase;

lll. Reagdo positiva para o antissoro H:e,n,x diretamente e positiva com antissoro H:zio apds a

inversao de fase;

d) Cepas cuja caracterizacao flagelar seja discordante do item c) terdo diagnéstico pré-definido
por Salmonella spp.

3.6.6.12. Caracterizacdo dos sorovares Infantis e Virchow - Opcional (caracterizacdo
ampliada)

a) Realizar a técnica de aglutinacdo em placa com os antissoros flagelares H:5, H:2 e H:r e fazer
a interpretacao do resultado (QUADRO 7);

b) A inversdo de fase deve ser realizada nos casos em que apenas um dos antissoros testados
(H:5, H:2 ou H:r) apresentar reagéo positiva. Seguir procedimento do item 3.6.6.14 ou 3.6.6.15;

c) Aculturatestada é considerada S. Infantis se apresentar reacao negativa para o antissoro H:2
e um dos resultados a seguir:

l. Reac&o positiva para os antissoros H: r e H:5 diretamente;

Il.  Reagdo positiva para o antissoro H:r diretamente e positiva com antissoro H:5 ap6s a inversao
de fase;

[ll.  Reag&o positiva para o antissoro H:5 diretamente e positiva com antissoro H:r apds a inverséo
de fase;

d) A culturatestada é considerada S. Virchow se apresentar rea¢do negativa para o antissoro H:5
e um dos resultados a seguir:

l. Reac&o positiva para os antissoros H:2 e H:r diretamente;

Il.  Reagdo positiva para o antissoro H:2 diretamente e positiva com antissoro H:r apés a inversao
de fase;

[ll.  Reag&o positiva para o antissoro H:r diretamente e positiva com antissoro H:2 apds a inversédo
de fase;

e) Cepas cuja caracterizacao flagelar seja discordante dos itens c) e d) terdo diagndstico pré-
definido por Salmonella spp.
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QUADRO 7. Identificagdo sorolégica dos sorovares de Salmonella (opcionais) — caracterizagédo
ampliada

Sorovares de caracterizagdo opcional
Soros somaéticos Soros flagelares
Sal : Sorovar
o|H|B|cit|c2|[D| zw | zs | enx [i]12]r ] 15
- + + | - - - - NA S. spp.2
- + + | - + - - + - + NA S. Hadar
- + |+ -] + - - + - - NA S. (6,8:z10:-) P
- + |+ ] - + - - - - + NA S.(6,8:-:e,nx)b
- + |+ - |+ - -+ + +/- NA S. spp.®
- + |+ - | + - - - +/- - NA S. spp.?
- + |+ |+ - - - NA - + + NA S. Heidelberg
- + |+ |+ | - - - NA -+ - NA S.(4,4,[5],12:-:1,2) b
- + |+ |+ | - - - NA - - + NA S.(4,4,[5],12:r:-)"®
- + |+ | - - + - NA - + + S. Infantis
- + |+ | - - + - NA + + - S. Virchow
- + |+ | - - + - NA - - + S.(6,7,14:-:1,5)°
- + |+ | - - + - NA - + - S.(6,7,14:-:1,2) b
- + |+ | - ; + - NA + - - S.(6,7,14:r:-)b
- + |+ | - - + - NA - - - S.spp.2
Legenda: (Fonte: adaptado de GRIMONT & WEILL, 2007)

Sal — Salina 2%; NA — N&o aplicavel;

a : O laboratério pode optar pela realizagdo da caracterizagdo final do sorovar através da tipificagcdo por
microarranjo de DNA ou caracterizacdo completa realizada em laboratério de referéncia para salmonela.

b : Seguir para a etapa de inversdo de fase — item 3.6.6.14 ou 3.6.6.15 — para conclusdo da caracterizacéo
antigénica.

3.6.6.13. Cepas de Salmonella spp.

a) O laboratério credenciado pode optar por realizar a identificacdo final do sorovar com
diagnostico pré-definido como Salmonella spp. Nesse caso, somente poderdo ser utilizadas as
técnicas de tipificagdo por microarranjo de DNA (técnica 3.7) ou caracterizacdo antigénica completa
(realizada por provedor externo), a fim de ser obtido o sorovar definitivo. A técnica deve ser identificada
no relatério de ensaio;

b) O método de tipificagdo por microarranjo de DNA podera ser realizado pelo proprio laboratorio

ou por outro laboratério que pertenca a rede de credenciados do MAPA para isolamento e
caracterizacao de salmonelose aviaria.

3.6.6.14. Inversdo de fase pela técnica da ponte de papel

a) Realizar a inversao de fase em culturas suspeitas de S. Typhimurium, S. Heidelberg, S. Hadar,
S. Infantis e S. Virchow em que houver somente a expressdo de um dos flagelos para o sorovar
suspeito;

b) Separar uma placa com &gar TSA para cada trés coldnias testadas. Tragar duas linhas
paralelas de um lado a outro da placa, posicionadas no centro da placa, com 1 cm de distancia entre
si. Identificar uma das regiées como 1 (Pré-Inversao) e 2 (Pds-Inversao);
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c) Cortar 0 4gar nas linhas tracadas, com o auxilio de lamina ou faca estéril, e remover o agar do
centro, de forma que sobrem duas regides separadas do meio ao final (FIGURA 3);

d) Secar as placas em fluxo laminar ou cabine de seguranca bioldgica, abrindo-as parcialmente
com o agar voltado para cima;

e) Inserir trés tiras de papel filtro estéril sobre o espaco cortado, equidistantes, de forma que cada
extremidade ligue um lado ao outro do 4gar. Deve-se manipular as tiras sem que elas dobrem ou
encostem na superficie inferior da placa, pressionando bem suas extremidades para aderirem ao agar
(FIGURA 3);

f) Depositar sobre a regido de cada fita que ndo faz contato com o 4gar (meio), uma gota da
solucéo do soro antiflagelar (aproximadamente 30 pL) a ser utilizado na inversdo, de forma a cobrir
totalmente a largura das fitas. Deve ser utilizado o antissoro cuja expressado foi positiva durante a
caracterizacao antigénica,

g) Caso seja utilizado soro antiflagelar proprio para inversao de fase, utilizar a quantidade indicada
pelo fabricante;

h)  Inocular a col6nia a ser testada sobre a extremidade da tira que esta em contato com a regiao
de pré-inversao (1), conforme indicado na Figura 3. Podem ser testadas até trés colbnias diferentes
numa mesma placa, uma a cada tira;

i) Incubar as placas a 37 £ 1°C por 16-18 horas, sem exceder o tempo total de incubagéo;

)] ApOs a incubacdo, a colénia com a fase invertida deve migrar para a regido 2 (pds inversao).
Fazer o repique de uma colénia de ambas as regides em agar nutriente, incubando a 37 + 1°C por 18-
24 horas, e repetir a caracterizacao flagelar do sorovar suspeito. Realizar o repique mesmo que néo
seja perceptivel o crescimento da col6nia a olho nu;

k)  Repetir a caracterizacdo flagelar das cepas invertidas e fazer a interpretacéo a partir dos perfis
dispostos no QUADRO 8 e no QUADRO 9.

FIGURA 3. Esquematizacdo da montagem da ponte de papel para inversdo de fase

.
4. )
Regido para o % Regido com
. P Q = i
inocular a coldnia = crescimento da fase
c . . s
(fase expressa) + o invertida apds 18h
L

(Fonte: figura de LFDA-SP; adaptado de 1SO 6579-3:2014)

60



3.6.6.15. Inversao de fase em swarm agar

a) Realizar a inversao de fase em culturas suspeitas de S. Typhimurium, S. Heidelberg, S. Hadar,
S. Infantis e S. Virchow em que houver somente a expressdo de um dos flagelos para o sorovar
suspeito;

b)  Fundir o meio swarm agar a 95 °C em banho-maria. Resfriar em seguida, mantendo a 45 °C;

c) Adicionar 100 uL do soro antiflagelar a ser utilizado na inversdo em uma placa de Petri estéril.
Deve ser utilizado o antissoro cuja expressao foi positiva durante a caracterizacdo antigénica;

d) Caso seja utilizado soro antiflagelar proprio para inversao de fase, utilizar a quantidade indicada
pelo fabricante;

e) Distribuir entre 10-30 mL do meio na mesma placa. O volume a ser utilizado depende do
tamanho da placa utilizada. Homogeneizar o meio com movimento suave e esperar solidificar;

f) Inocular a coldnia ser testada no centro da placa, encostando levemente a al¢a na superficie
do &gar, tomando o cuidado para ndo estriar nem perfurar o meio. Inocular apenas uma coldnia por
placa;

g) Incubar a temperatura de 37 £ 1°C por 18-24 horas, mantendo a superficie voltada para cima
em superficie plana;

h)  Repetir a caracterizagao flagelar do sorovar suspeito utilizando a massa da cultura localizada
nas bordas do crescimento bacteriano e fazer a interpretacdo a partir dos perfis dispostos no QUADRO
8 e no QUADRO 9;

i) Caso o crescimento da cultura seja pontual, ndo se espalhando por toda a superficie, é provavel
gue a cultura em questdo seja monofésica. Repetir a caracterizacao flagelar do sorovar suspeito
mesmo neste caso.

QUADRO 8. Identificacdo sorolégica dos sorovares de Salmonella apds inversédo de fase dos
sorovares Typhimurium (obrigatério) e Heidelberg (opcional)

Inversao de fase — S. Typhimurium (obrigatério) e S. Heidelberg (opcional)

. o Soro para ; Sorolggia apésb . - .

Férmula antigénica T Versio invers&o de fase Diagnéstico final
i 1,2 r

S.(1,4,[5],12:i:-) i - + - S. Typhimurium

S.(1,4,5],12:i:-) i + - - S.(1,4,[5],12:i:*)a
S.(1,4,[5],12:-:1,2) 1,2 + - - S. Typhimurium
S.(1,4,[5],12:-:1,2) 1,2 - - + S. Heidelberg
S.(1,4,[5],12:-:1,2) 1,2 - + - S.(1,4,[5],12:*:1,2)2

S.(1,4,[5],12:r:-) r - + - S. Heidelberg

S.(1,4,[5,12:r:-) r - - + S.(1,4,[5,12:r:*)2

Legenda:

a : O diagnéstico somente pode ser definitivo por meio de tipificacdo por microarranjo de DNA. Na
impossibilidade desta andlise pelo laboratério, emitir o resultado com a férmula antigénica sugerida no quadro,
deixando na nota do laudo a frase a seguir: “*: Nao foi possivel identificar a respectiva fase durante a
caracterizagao”.

b Amostras que apresentarem auséncia de crescimento apés a inversdo de fase, inviabilizando a conclusédo
da caracterizagdo soroldgica, somente podem ser caracterizadas por tipificacdo por microarranjo de DNA. Na
impossibilidade desta analise pelo laboratério, emitir o resultado com a férmula antigénica apresentada no
quadro.

(Fonte: adaptado de GRIMONT & WEILL, 2007.)
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QUADRO 9. Identificacdo sorolégica dos sorovares Hadar, Virchow e Infantis apés inversao de fase
(opcionais)

Inversao de fase — S. Hadar, S. Infantis e S. Virchow (opcionais)
Soro Sorologia ap6s inverséo de fase®
Foérmula antigénica para Diagnéstico final
inversao Z10 Z15 e,n,x 1,2 r 1,5
S. (6,8: z10: -) Z10 - - + NA S. Hadar
S. (6,8: z10: -) Z10 + - - NA S. (6,8: z10: *) 2
S.(6,8:-:e,nx) e,n,x + - - NA S. Hadar
S. (6,8:-:e,nx) e,n,x - - + NA S.(6,8:*:e,nx)?2
S.(6,7,14:-:1,5) 15 NA - - + S.(6,7,14:*:1,5)2
S.(6,7,14:r:-) r NA - - + S. Infantis
S.(6,7,14:r:-) r NA + - - S. Virchow
S.(6,7,14:r:-) r NA - + - S.(6,7,14:r:%)a
S. (6,7,14: - : 1,2) 1,2 NA - + - S. Virchow
S. (6,7,14: - : 1,2) 1,2 NA + - - S.(6,7,14: *:1,2)2
Legenda: (Fonte: adaptado de GRIMONT & WEILL, 2007.)

NA — Nao aplicavel,

a : O diagnostico somente pode ser definitivo por meio de tipificagcdo por microarranjo de DNA. Na
impossibilidade desta analise pelo laboratério, emitir o resultado com a férmula antigénica sugerida no quadro,
deixando na nota do laudo a frase a seguir: “*: N&o foi possivel identificar a respectiva fase durante a
caracterizagao”.

b : Amostras gue apresentarem auséncia de crescimento ap6és a inversdo de fase, inviabilizando a concluséo
da caracterizag8o soroldgica, somente podem ser caracterizadas por tipifica¢gdo por microarranjo de DNA. Na
impossibilidade desta andlise pelo laboratério, emitir o resultado com a férmula antigénica apresentada no
quadro.

3.6.7. Critérios de Aceitacao

a) O crescimento bacteriano das culturas testadas deve ser satisfatorio nos agares inoculados,
apos o periodo de incubacdo. Deve-se repetir 0 repique de quaisquer culturas com auséncia de
crescimento;

b) As etapas de caracterizacdo somatica e flagelar ndo podem ser concluidas se a cepa
apresentar aglutinacéo positiva com salina 2% (culturas autoaglutinantes);

c) Os controles POSITIVOS e NEGATIVOS utilizados devem apresentar resultados compativeis
com sua formula antigénica, ndo podendo apresentar reagdes positivas com antissoros NEGATIVOs
e vice-versa,

d) A inverséo de fase em ponte de papel somente é valida se houver crescimento a olho nu na
fase 1 (pré-inverséo), pelo tempo maximo de incubacéao;

e) A inversdo de fase em swarm agar somente é valida se houver o crescimento da cultura no
agar apos o tempo de incubacéo.

3.6.8. Interpretagao dos resultados

a) Repetir a caracterizacao flagelar das cepas invertidas e fazer a interpretacéo a partir dos perfis
dispostos no QUADROS 8 e no QUADRO 9;

b) Caso a cepa ap0s inversao de fase apresente os mesmos resultados que o encontrado na

primeira caracterizacdo, a inversao de fase deve ser repetida;
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c) Na auséncia de crescimento da cultura incubada em agar nutriente (no caso da técnica da
ponte de papel), ou caso o resultado encontrado na segunda caracterizagdo seja inconclusivo ou
discordante com os Quadros 8 e 9, o resultado preliminar deve ser expresso com a férmula antigénica,
de acordo com o disposto nesses quadros (cepa monofasica);

d) O diagndstico definitivo dessas cepas somente pode ser realizado através da tipificacdo por
microarranjo de DNA (técnica 3.7);

e) O método de tipificacdo por microarranjo de DNA podera ser realizado pelo préprio laboratério
ou por outro laboratério que pertenca a rede de credenciados do MAPA para isolamento e
caracterizacdo de salmonelose aviaria.

3.6.9. Emissao dos resultados

a) Os resultados deverdo ser emitidos em documento denominado “Relatério de Ensaio”, e
expresso como POSITIVO ou “NEGATIVO”, contendo os itens a seguir:
l. as matrizes das quais se obteve o resultado POSITIVO, expressando a quantidade de matrizes
positivas dentre o total de analisadas;
Il. 0 sorovar identificado na etapa de caracterizacdo, identificando as matrizes das quais foi
isolado;
[Il.  as técnicas utilizadas;

3.6.10. Descarte das amostras e residuos

a) Antes da realizacdo do descarte de amostras e produtos de ensaio deverao ser observados os
prazos minimos estabelecidos no item 3.6.11;

b) Os materiais descartados devem ser separados adequadamente entre residuos quimicos e
biolégicos;

c) Todo o residuo biologico do ensaio deve ser imerso em cuba com solucéo de acido citrico 0,2%,
hipoclorito de sodio 0,5% ou solucéo para descontaminacédo similar, por no minimo de 1 hora;

d) Apds este periodo, todo residuo bioldgico do ensaio deve ser submetido ao processo de
autoclavacdo apropriado. A efetividade da esterilizacdo deve estar comprovada em procedimentos
préprios do laboratério e devem ser utilizados controles fisicos, quimicos e biolégicos para o
monitoramento do processo;

e) O laboratério deve assegurar a biosseguranca dos residuos gerados, e seguir as legislacdes
ambientais vigentes durante todo o processo do descarte.

3.6.11. Retencdo de itens de ensaio
a) Culturas de salmonela

Ap6s um periodo minimo de 03 anos da realizacdo das analises, as amostras poderdo ser
descartadas, registrando-se em formularios préprios e conferidas antes do descarte.
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3.7. ldentificacdo do agente - Tipificacdo molecular por microarranjo de DNA

3.7.1. Materiais

a) Luvas de procedimento nitrilica ou de latex isentas de po;
b)  Alcas bacteriologicas descartaveis ou flambaveis;

c) Microtubos ou microplacas de volumes variados;

d) Ponteiras com filtro, estéreis;

e) Estantes para microtubos;

f) Caneta para escrita em plastico/vidro.

g) Algodéo, gaze ou papel toalha;

h) Palitos ou hastes descartaveis;

i) Cuba para descarte com solugéo desinfetante (opcional).

3.7.2. Equipamentos e instrumentos

a) Cabine de seguranca bioldgica classe Il B2 ou estacao de trabalho para PCR (Workstation

PCR) com luz UV;
b) Esterilizador de al¢as bacteriolgicas (opcional);
c) Micropipetas mono e multicanais de volumes regulaveis;
d) Termobloco;
e) Termomixer;
f) Mini centrifuga;
g) Vortex;
h)  Leitor de plataforma de microarranjo de DNA,;
i) Microcomputador;
) Autoclave.

3.7.3. Insumos

a)  Agar TSA ou nutriente ou Rambach;
b)  Kit para tipificagdo molecular por microarranjo de DNA.

3.7.4. Solucobes

a) Solucéo de alcool 70° INPM;

b)  Solugcédo descontaminante de DNA e DNAses;
c)  Solugdo de hipoclorito de sédio 2% (opcional).

3.7.5. Realizacado do ensaio

3.7.5.1. Consideracdes gerais

a) Esta técnica substitui a caracterizagcdo antigénica de salmonela;

b) As etapas de bioquimismo do método de Isolamento de Salmonela (técnica 3.5) séo

facultativas, se for optado pelo uso dessa técnica.
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3.7.5.2. Preparo da cultura

a) Acultura para a realizacao do ensaio deve ser obtida do 4gar XLD, Rambach ou TSI,

b) No caso de material fecal, materiais ambientais ou suabes, o ensaio podera ser realizado a
partir de culturas retiradas diretamente do MSRV, desde que seja indicado pelo fabricante do kit;

¢) Uma coldnia deve ser repicada em agar Nutriente, TSA ou Rambach e incubada a 37 + 1°C por
18-24 h antes da realizacdo do procedimento.

3.7.5.3. Realizacdo da técnica

a) Realizar o ensaio em salas separadas para cada etapa do procedimento, de acordo com as
indicagOes do fabricante;

a) Antes e apds a adicdo das amostras e do mix de reacéo, descontaminar a cabine e os materiais
a serem utilizados com solucdo descontaminante (para DNA, RNA, proteinas e nucleases) e/ou alcool
70° INPM;

b)  As micropipetas utilizadas para o preparo do mix de reagéo e adi¢cdo das amostras devem ser
exclusivas para tais finalidades.

3.7.6. Critérios de aceitacdo da prova

a) O ensaio é considerado valido se a leitura do controle interno do kit apresentar resultado
satisfatorio.

3.7.7. Interpretagcdo dos resultados

a) Fazer a leitura através de software, seguindo instru¢gfes do fabricante do Kit;

b) Ao finalizar, salvar os dados e interpretar os resultados;

c) Qualquer amostra com resultado inconclusivo ou com suspeitas de contaminacao devera ser
retestada.

3.7.8. Emissao dos resultados

a) Os resultados deverdo ser emitidos em documento denominado “Relatério de Ensaio”, e
expresso como “POSITIVO” ou “NEGATIVO”, contendo os itens a seguir:

l. As matrizes das quais se obteve o resultado POSITIVO, expressando a quantidade de matrizes
positivas dentre o total de analisadas;

Il. O sorovar identificado na etapa de caracterizagéo, identificando as matrizes das quais foi
isolado;

[ll.  As técnicas utilizadas;

3.7.9. Descarte das amostras e residuos

a) Antes da realizacdo do descarte de amostras e produtos de ensaio deverao ser observados os
prazos minimos estabelecidos no item 3.7.10;

b) Os materiais descartados devem ser separados adequadamente entre residuos quimicos e
biolégicos;

c) Todo o residuo bioldgico do ensaio deve ser submetido ao processo de autoclavacdo
apropriado. A efetividade da esterilizacdo deve estar comprovada em procedimentos préprios do
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laboratério e devem ser utilizados controles fisicos, quimicos e biolégicos para o monitoramento do
processo;

d) O laboratério deve assegurar a biosseguranca dos residuos gerados, e seguir as legislacbes
ambientais vigentes durante todo o processo do descarte.

3.7.10. Retencdo de itens de ensaio

a) Culturas de salmonela
Apbés um periodo minimo de 03 anos da realizacdo das andlises, as amostras poderdo ser
descartadas, registrando-se em formularios préprios e conferidas antes do descarte.

b)  Produtos de extracdo
Apbés um periodo minimo de 30 dias da realizacdo das andlises, as amostras poderdo ser
descartadas, registrando-se em formularios préprios e conferidas antes do descarte.

3.8. Triagem molecular e Identificacdo do agente - PCR em tempo real para Salmonella spp.
3.8.1. Disposic0es gerais

a) O laborat6rio pode optar por realizar a técnica de PCR em tempo real com um kit comercial ou
protocolo in house. Ambos necessitam de comprovagao de desempenho.

3.8.2. Materiais

a) Luvas de procedimento nitrilicas ou de latex isentas de po;

b)  Microtubos de volumes variados ou microplacas;

c) Microplacas ou microtubos para leitura 6ptica de qPCR;

d) Tampas adesivas para microplacas para leitura éptica de qPCR,;
e) Ponteiras com filtro, estéreis, livres de DNAses e RNAses;

f) Estantes para microtubos;

g) Gaze ou papel toalha.

3.8.3. Equipamentos e instrumentos

a) Cabine de seguranca biol6gica com filtro HEPA classe Il ou estacdo de trabalho para PCR
(Workstation PCR) com luz UV germicida,;

b) Geladeira;

c) Freezer;

d) Micropipetas mono e multicanais de volumes regulaveis;

e) Termociclador para PCR em tempo real;

f) Centrifuga para microtubos;

g) Agitador de microtubos;

h)  Microcomputador;

i) Equipamento para extracdo automatizada de &cidos nucleicos (opcional);

) Autoclave.

3.8.4. Insumos
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a)  Agua livre de nucleases;

b)  Oligonucleotideos para q°PCR (QUADRO 10);

c) Controle DETECTADO para Salmonella spp.;

d) Kitde gPCR;

e) Kit para extracdo de DNA (manual ou automatizado).

QUADRO 10: Sugestao de oligonucleotideos para deteccdo molecular de Salmonella spp.

Oligonucleotideo Sequéncia Referéncia
ttr-6 (forward) CTCACCAGGAGATTACAACATGG Malorny, 2004
ttr-4 (reverse) AGCTCAGACCAAAAGTGACCATC Malorny, 2004

ttr-5 (probe) FAM-CACCGACGGCGAGACCGACTTT-Dark Quencher Malorny, 2004

3.8.5. Solugdes

a) Solucgéo de alcool 70° INPM;
b)  Solugédo descontaminante de DNA e DNAses;
c)  Solucgéo de hipoclorito de sddio 0,5%.

3.8.6. Realizacdo do ensaio
3.8.6.1. Extracao de &cidos nucleicos

a) Realizar a extragdo de &cidos nucleicos das amostras incubadas utilizando kit de extragcdo de
DNA especifico para o tipo de material a ser analisado, de acordo com as recomendacdes do
fabricante;

b) O laboratério pode optar pelo uso de outro método de extragdo que ndo use kit, desde que
apresente verificacdo de desempenho comprovada pelo proprio laboratério;

c) A etapa de incubacdo (enriquecimento em caldos) poderd ser facultativa desde que o
laboratério possua um método de PCR validado com limite de deteccéo téo eficiente quanto o método
de Isolamento ou a extragdo apos essa etapa,;

d) Adicionar amostras controle a cada procedimento de extrag&o: controle POSITIVO (Salmonella
spp.) e controle NEGATIVO (caldo BHI ou agua).

3.8.6.2. Reacao de amplificacéo de acido nucleico

a) Realizar o ensaio em duas areas separadas: uma para o preparo do mix de reacado (sala de
pré-PCR) isenta de material genético e amplicons, e outra para a transferéncia de DNA para placa ou
microtubos (sala de PCR);

b) Antes e apls o preparo do mix de reacdo, descontaminar a cabine e os materiais a serem
utilizados com solucdo descontaminante (para DNA, RNA, proteinas e nucleases) e/ou alcool 70 INPM,;

c) As micropipetas utilizadas para o preparo do mix de reacéo e adicdo das amostras devem ser
exclusivas para tais finalidades.

3.8.6.3. Preparo do mix de reacgéo

a) Preparar o mix de reacdo de acordo com protocolos validados e especificos para o agente
pesquisado (Salmonella spp.) em quantidade suficiente para 0 nUmero de amostras a serem testadas;
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b)  Apds o preparo do mix, adicionar o DNA nos poc¢os da placa ou em microtubos para leitura
Optica;

c) A adicdo de DNA e das amostras controle deve ser realizada em uma area distinta do preparo
do mix (sala de PCR);

d) Devem ser incluidos nas andlises:

l. Controle POSITIVO (Salmonella spp.);

. Controle NAO DETECTADO da extracao;

lll.  Branco (agua livre de nucleases);

IV. Controle DETECTADO e NAO DETECTADO do kit utilizado (se houver).

3.8.6.4. Reacéo de qPCR

a) Selar a placa com adesivo Gptico ou fechar a tampa dos microtubos. Verificar se ha bolhas no
fundo do poco e/ou goticulas na parede dos pocos da placa ou tubo. Caso isto ocorra, centrifugar
brevemente para reduzir as bolhas e para que o conteldo se posicione na parte inferior da placa ou
tubo;

b) Iniciar e entrar com os dados no software do termociclador (identificacdo das amostras e
selecao dos fluoréforos), conforme especificagdes do fabricante;

c) Inserir a placa ou os tubos no termociclador, salvar o arquivo e iniciar a corrida;

d) Ao finalizar, salvar os dados e interpretar os resultados.

3.8.7. Critérios de aceitacdo do ensaio

a) Paraavalidacdo do ensaio, o controle POSITIVO do kit e o controle interno devem apresentar
uma curva sigmoide (em forma de S) e um Ct satisfatorio (conforme especificagdes do fabricante);

b) O controle NEGATIVO deve ter Ct indeterminado ou maior que o limite do kit. O grafico do
controle NEGATIVO deve apresentar tragos de fluorescéncia na linha de base durante todo o ensaio.
Esses tracos ndo devem apresentar curva sigmoide ou um aumento gradual na fluorescéncia.

3.8.8.Interpretagéo dos resultados

a) Ao analisar os resultados da corrida, o operador deve avaliar os seguintes componentes:
controle POSITIVO, controle NEGATIVO, controle da extragéo, background de fluorescéncia e gréficos
de amplificacdo de cada amostra individualmente. Apés a validacdo do ensaio, interpretar os
resultados conforme especificacdes do fabricante;

b)  Qualquer amostra questionavel devera ser retestada;

c) Qualquer amostra cujo resultado seja POSITIVO na PCR devera passar pela técnica de
Isolamento de Salmonela (técnica 3.5) ou por PCR especifico para os sorovares do PNSA, conforme
a seqguir:

l. Orgéos e tecidos: S. Gallinarum, S. Pullorum, S. Enteritidis e S. Typhimurium;
II.  Material fecal e ambiental: S. Enteritidis e S. Typhimurium.

d) A realizacdo do PCR especifico para os sorovares do PNSA pode ser realizada de forma a
complementar o Isolamento (técnica 3.5) em qualquer uma de suas etapas, desde que a verificacdo
de desempenho realizada pelo laboratoério tenha contemplado essa possibilidade.

3.8.9. Emissao dos resultados
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a) Os resultados deverdo ser emitidos em documento denominado “Relatério de Ensaio”, e
expresso como “POSITIVO” ou “NEGATIVO”, contendo os itens a seguir:

I. As matrizes das quais se obteve o resultado POSITIVO, expressando a quantidade de
matrizes positivas dentre o total de analisadas;
II. O sorovar identificado na etapa de caracterizacdo, identificando as matrizes das quais foi
isolado;
[1l.  As técnicas utilizadas;

3.8.10. Descarte das amostras e residuos

a) Antes da realizacdo do descarte de amostras e produtos de ensaio deverdo ser observados os
prazos minimos estabelecidos no item 3.8.11;

b) Os materiais descartados devem ser separados adequadamente entre residuos quimicos e
biolégicos;

c) Todo o residuo biolégico do ensaio deve ser submetido ao processo de autoclavacdo
apropriado. A efetividade da esterilizacdo deve estar comprovada em procedimentos préprios do
laboratério e devem ser utilizados controles fisicos, quimicos e bioldgicos para o monitoramento do
processo;

d) O laboratério deve assegurar a biosseguranga dos residuos gerados, e seguir as legislactes
ambientais vigentes durante todo o processo do descarte.

3.8.11. Retencdo de itens de ensaio

a) Produtos de extracdo

Ap6s um periodo minimo de 30 dias da realizagdo das analises, as amostras poderdo ser
descartadas, registrando-se nos formularios proprios e conferidas antes do descarte.

3.9. Triagem molecular - PCR pelo Sistema BAX ® para Salmonella spp.

3.9.1. Materiais

a) Luvas de procedimento nitrilicas ou de latex isentas de po;
b) Microtubos de volumes variados ou microplacas;

c) Ponteiras com filtro, estéreis, livres de DNAses e RNAses;
d) Pinca e tesoura estéreis;

e) Estantes para microtubos;

f) Gaze ou papel toalha;

g) Cuba para descarte com solucéo desinfetante (opcional).

3.9.2. Equipamentos e instrumentos

a) Cabine de segurancga biolégica com filtro HEPA classe Il ou estacdo de trabalho para PCR
(Workstation PCR) com luz UV germicida;

b) Estufa;

c) Geladeira;

d) Freezer;
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Micropipetas mono e multicanais de volumes regulaveis;
Provetas ou provetas estéreis (opcional);

Termobloco;

Balanga semi-analitica;

Agitador tipo vortex;

Homogeneizador de amostras (opcional);

Sistema BAX ®;

Microcomputador;

Autoclave.

3.9.3. Insumos

a)
b)
c)
d)

Agua peptonada;

Caldo BHI;

Solucéo de hipoclorito de sédio 2% (opcional);
Kit para PCR pelo Sistema BAX.

3.9.4.Solucbes

a)
b)
c)
d)
e)

Agua peptonada;

Caldo BHI;

Solucéo de alcool 70° INPM;

Solugéo descontaminante de DNA e DNAses (opcional);
Solugéo de hipoclorito de sodio 2% (opcional).

3.9.5. Realiza¢éo do ensaio

3.9.5.1. Consideracdes gerais

a)

Este método pode ser utilizado como uma etapa de triagem antes da técnica de Isolamento de

Salmonela (técnica 3.5);

3.9.5.2. Preparo da amostra

a)
.

Mecbnio, gema e fezes frescas

Adicionar 2 g em 20 mL de agua peptonada 1% e incubar em estufa a 37 °C + 1°C por 18-24
horas;

Homogeneizar e inocular 10 pL do liquido em 500 pL de caldo BHI e incubar a 37 °C + 2 °C por
3 horas;

Processar conforme protocolo do equipamento.

b) Suabe de fundo de caixa, papel de fundo de caixa e suabe de cloaca

Adicionar aproximadamente 20-50 mL de agua peptonada 1%, na quantidade suficiente para
cobrir o material com o liquido, e incubar em estufa a 37 °C + 1°C por 18-24 horas;
Homogeneizar e inocular 10 pL do liquido em 500 pL de caldo BHI e incubar a 37 °C + 2 °C por
3 horas;

Processar conforme protocolo do equipamento.

3.9.5.3. Realizacdo do PCR
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a)  Seguir os protocolos para andlise conforme descrito no manual de fabricante;

b) Realizar o ensaio em salas separadas para cada etapa do procedimento, conforme exigéncias
do protocolo especifico;

b)  Antes e apds a adicao das amostras e do mix de reacdo, descontaminar a cabine e 0s materiais
a serem utilizados com solu¢ao descontaminante (para DNA, RNA, proteinas e nucleases) e/ou alcool
70° INPM;

c) As micropipetas utilizadas para o preparo do mix de reacdo e adicdo das amostras devem ser
exclusivas para tais finalidades;

d) Devem ser incluidos nas andlises:

l. Controle POSITIVO para Salmonella spp.;

II.  Controle NEGATIVO para a extracao;

lll.  Controles do kit utilizado (se houver).

3.9.6. Critérios de aceitacado da prova

a) O ensaio é considerado valido se a leitura do controle interno do kit apresentar resultado
satisfatério.

3.9.7. Interpretagdo dos resultados

a) Fazer aleitura através de software, seguindo instru¢des do fabricante do Kkit;

b) Ao finalizar, salvar os dados e interpretar os resultados;

c) Qualquer amostra com resultado inconclusivo devera ser retestada;

d) Qualquer amostra cujo resultado seja POSITIVO devera passar pela técnica de Isolamento de
Salmonela (técnica 3.5).

3.9.8. Emissao dos resultados

a) Os resultados deverdo ser emitidos em documento denominado “Relatério de Ensaio”, e
expresso como “POSITIVO” ou “NEGATIVO”, contendo os itens a seguir:
l. As matrizes das quais se obteve o resultado POSITIVO, expressando a quantidade de matrizes
positivas dentre o total de analisadas;
Il. O sorovar identificado na etapa de caracterizagéo, identificando as matrizes das quais foi
isolado;
[1l.  As técnicas utilizadas;

3.9.9. Descarte das amostras e residuos

a) Antes da realizacdo do descarte de amostras e produtos de ensaio deverdo ser observados 0s
prazos minimos estabelecidos no item 3.9.10;

b) Os materiais descartados devem ser separados adequadamente entre residuos quimicos e
biolégicos;

c) Todo o residuo biolégico do ensaio deve ser submetido ao processo de esterilizacdo por
autoclavacao. A efetividade da esterilizacdo deve estar comprovada em procedimentos préprios do
laborat6rio e devem ser utilizados controles fisicos, quimicos e biol6gicos para 0 monitoramento do
processo;
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d) O laboratério deve assegurar a biosseguranca dos residuos gerados, e seguir as legislacbes
ambientais vigentes durante todo o processo do descarte.

3.9.10. Retencéo de Itens de Ensaio
a) Produtos de extracdo

Ap6s um periodo minimo de 30 dias da realizacdo das andlises, as amostras poderdo ser
descartadas, registrando-se nos formularios proprios e conferidas antes do descarte.
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4. ANEXO - Fluxograma de processamento de amostras ndo soroldgicas de salmonela

Amostras para
identificagdo de
salmonela
(nao sorolagicas)

PCR em tempo real
(para Salmonella

riagem
por BAX?,

riagem por BA
(3.9) (somente

amostras fecais e
ambientais)

Resultado
Salmonella

NAO

3

Isolamento
(3.5) -

especifico sorovares
do PNSA (3.8) @

Amostras
ambientais,

Material
fecal

Enriquecimento enriguecimento

em caldos
(3.5.5.2) :
¢ - Pre- Engg]u:(a::;noznlo NAq Enriquecimento
enriquecimento (3.55.2) em caldos
Plagueamento (3.5.5.3) (3.5.5.2)
seletivo l
(3.5.5.2) l Sim ,L

Plagueamento

Pré-

Meio MSRV eti Meio Plagueamento
(3.5.5.3) 53’3585"’3 MSRV seletivo
(Si5:52) (3.5.5.3) (35.52)

\ 4
- . |Soroaglutinagao da
Carac_tenz_agao Meio NA cultura em tubo
antigénica o P
(3.6) swarm? (agar inclinado)
(3.6.6.2)
SIM

h 4
Soroaglutinagac da
cultura em placa

Bioquimismo
complementar
(culturas imoveis)
(3.5.5.5)

Purificacdo
(Rambach ou XLD)
(3.55.27e35534)

(meio swarm)
NAO Bioguimismo (3.6.6.3)
preliminar
(3.5.5.4) Inversao por
ponte de papel
(3.6.6.14)
Caracterizacao por
microarranjo de
DNA (3.7) P \ 4
Caracterizacio Inversao por
igénica [« meio swarm
Emisccere flagelar (3.6) (3.6.6.15)
Relatorio de j«€
Ensaio
Emissé&o do
Relatdrio de
Ensaio

Legenda:

2 A técnica de PCR em tempo real para Salmonella spp. e para sorovares especificos do PNSA pode
ser realizada ap6s qualquer etapa do inicio do isolamento, de acordo com a verificacdo de
desempenho realizada pelo laboratério;

b A técnica de Microarranjo de DNA pode ser realizada ap6s quaisquer etapas do isolamento a partir
da purificacdo da colénia ou da inoculacdo em agar MSRYV, de acordo com o protocolo do laborat6rio

e orienta¢des do fabricante do kit.
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CAPITULO 2.1.2
MICOPLASMOSE AVIARIA

1. Amostras
S&o consideradas amostras para o diagnéstico da Micoplasmose Aviéria:

1.1. Deteccao da Resposta Imune
a)  Soro sanguineo.
1.2. Identificacdo do agente

a) Traqueia;
b) Suabe de traqueia.

c) Ovos bicados, aves mortas e pintos de um dia (6rgaos e tecidos)
l. Traqueia.

2. Recebimento das Amostras

2.1. Disposic¢des Gerais

2.1.1. Para atendimento aos Programas e Controles Oficiais do MAPA os Laboratérios
credenciados somente receberdo as amostras previstas na legislacdo em vigor para as
finalidades e ensaios previstos no seu escopo de credenciamento;

2.1.2. Deverao ser obedecidos os critérios estabelecidos no capitulo de verificacdo de
conformidade de amostras.

3. Técnicas de Diagnéstico
3.1. Disposicdes Gerais

3.1.1. Somente poderdo ser utilizados insumos de diagnéstico que tenham registro no MAPA,
segundo legislagdo em vigor;

3.1.2 Todos os insumos utilizados na analise devem ser controlados e previamente testados
e aprovados;

3.1.3. O laboratério devera realizar os ensaios obedecendo as temperaturas preconizadas pelo
fabricante dos insumos:

a) Quando essa informacdo ndo constar na bula o laboratério devera consultar o fabricante,
mesmo que a indicacdo seja de realizacdo a temperatura ambiente;

b) Quando nao informado pelo fabricante, serdo considerados como temperatura ambiente,
valores de temperatura entre 18 a 25°C.
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3.1.4 Antes da utilizacdo dos insumos, realizar a avaliacdo de todos os parametros referentes aos
lotes e valores de ponto de corte dos critérios de interpretacdo dos resultados;

3.1.5 O laboratdério deve estabelecer um meio de avaliagdo apropriado para todos 0os insumos
utilizados nos ensaios;

3.1.6. Devem ser retidos os registros dos controles dos ensaios realizados, devendo ser
registrada data e responsavel de todas as etapas realizadas para cada amostra analisada;

3.1.7. Os resultados encontrados para cada amostra e controles, dados dos insumos
utilizados e outras informacdes pertinentes devem ser registrados em formulérios préprios do
laboratorio.

3.2. Deteccédo da Resposta Imune - Ensaio imunoenzimético (ELISA)

3.2.1.Materiais

a)
b)
c)
d)
€)
f)

9)
h)
i)

)

k)

Luvas para procedimentos;

Pipetas de vidro graduadas ou descartaveis;
Provetas graduadas;

Béqueres;

Erlenmeyers;

Ponteiras descartaveis;

Reservatorios para solugdes (cubas);

Papel absorvente;

Selador ou tampa para placas de ELISA;
Caneta para identificagéo de vidraria;

Cubas para descarte de materiais resistente a autoclavacao.

3.2.2. Equipamentos e instrumentos

a)
b)
c)
d)
e)
f)

g)
h)
)

),

k)

Geladeira;

Estufa;

Termbmetros;

Micropipetas monocanal e multicanal de volumes regulaveis;
Pipetador automatico ou manual;
Leitora de ELISA;

Crondbmetros;

Agitador de tubos tipo voértex (opcional);
Agitador de microplacas (opcional);
Lavadora de microplacas (opcional);
Autoclave.

3.2.3. Insumos

a)

PNSA.

Kits de ELISA para a detec¢do de anticorpos para os micoplasmas aviarios contemplados no

3.2.4. Solucgdes

a)

No preparo das solugcdes deve ser utilizado somente os reagentes fornecidos pelo fabricante,

ou aqueles por ele indicados;
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b) Conjugados, substratos e solucdo de parada deverdo ser utilizados obedecendo-se as
condicdes do fabricante;

c) No preparo da solucdo de lavagem deve-se assegurar que nao existem cristais precipitados na
solucéo;

d) Diluir a solugBes utilizando agua ultrapura ou destilada conforme instru¢cdes do fabricante e
homogeneizar bem.

3.2.5. Realizacdo do ensaio

a) Para realizagédo dos ensaios de ELISA devem ser consideradas as orientacdes do fabricante
do kit de diagndstico utilizado. Atentar para ocorréncia de atualizacdo na bula do kit, principalmente
em mudancas de lote;

b) A ordem de execucdo das etapas do ensaio, duracdo, volumes utilizados e temperatura de
incubacédo variam de acordo com fabricante do kit utilizado;

c) Homogeneizar gentiimente todos reagentes e amostras antes do uso;

d)  Utilizar ponteiras distintas para cada controle e amostra de soro;

e) Homogeneizar as placas tocando-as na lateral ou utilizando um agitador de placas;

f) Nas etapas de incubacéo, as placas devem ser seladas para se evitar evaporacao;

g) As placas devem ser lavadas com a solugéo indicada pelo kit. Apds a ultima lavagem remover
residuos em um material absorvente (papel toalha ou toalha). Deixar as placas secas o minimo de
tempo possivel entre a lavagem e adigdo do proximo reagente;

h)  Decorridas todas as etapas do teste, realizar a leitura da absorbancia na leitora de ELISA
utilizando filtro com comprimento de onda indicado nas instru¢des do fabricante.

3.2.6. Critérios de aceitagdo do Ensaio

a) O resultado do ensaio sera considerado valido somente se as DOs dos soros controles e os
demais parametros calculados a partir delas estiverem dentro dos limites aceitaveis e
determinados pelo fabricante. Caso contrdario, o0 ensaio deve ser repetido.

3.2.7. Interpretagdo dos resultados

a) De acordo com as DOs obtidas, consideram-se as amostras como POSITIVAS ou NEGATIVAS
ou de acordo com o preconizado com o fabricante do insumo (kit de diagnéstico).
b) Amostras com DO entre os dois pontos de corte estabelecidos serdo consideradas
inconclusivas e deverdo ser novamente ensaiadas.

3.2.8. Emisséao dos resultados

a) Os resultados deverao ser emitidos em documento denominado “Relatério de Ensaio” e
expresso como POSITIVO ou NEGATIVO ou de acordo com o preconizado com o fabricante
do insumo (kit de diagndstico).

b)  Expressar a quantidade de aliquotas positivas dentre o total de analisadas.

3.2.9. Descarte de Amostras e residuos
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a) Antes da realizacdo do descarte de amostras e produtos de ensaio dever&o ser observados 0s
prazos minimos estabelecidos no item 3.2.10.

b) Os materiais descartados devem ser separados adequadamente entre residuos quimicos e
biol6gicos;

c) Todo o residuo biolégico do ensaio deve ser submetido ao processo de autoclavacéo
apropriado. A efetividade da esterilizacdo deve estar comprovada em procedimentos préprios do
laboratério e devem ser utilizados controles fisicos, quimicos e biolégicos para o monitoramento do
processo;

d) O laboratério deve assegurar a biosseguranca dos residuos gerados, e seguir as legislacdes
ambientais vigentes durante todo o processo do descarte.

3.2.10. Retencdo de itens de ensaio

a) Soros
Ap6s um periodo minimo de 30 dias da realizagdo das analises, as amostras poderdo ser
descartadas, registrando-se nos formularios proprios e conferidas antes do descarte.

3.3. Deteccgao da Resposta Imune - Soroaglutinacéo rapida em placa (SAR)
3.3.1. Materiais

a) Luvas descartaveis;

b)  Placa de vidro (ou outro material rigido) quadriculada;

c) Ponteiras descartaveis;

d) Bastbes de vidro ou misturador multiplo para homogeneizar;
e) Recipientes para descarte.

3.3.2. Equipamentos e instrumentos

a) Micropipeta de volume regulavel,
b) Banho-maria;

c) Fonte de luz;

d) Cronbmetro;

e)  Microcentrifuga;

f)  Autoclave.

3.3.3. Insumos

a) Antigeno corado para SAR;
b)  Controle POSITIVO e NEGATIVO para SAR.

3.3.4. Solucgbes
a) Solucéo salina 0,9% ou solucéo de PBS 0,01M pH 7,0-7,2.

3.3.5. Realizagéo do ensaio
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3.3.5.1. Preparo das amostras

a) Este ensaio ndo pode ser realizado com amostras que foram congeladas;

b) Deixar as amostras atingirem temperatura ambiente ou a temperatura indicada pela bula do
fabricante do Antigeno antes de realizar 0 ensaio;

c) Em caso de haver tragos de hemolise nas amostras de soro, centrifuga-las antes de realizar o
ensaio.

3.3.5.2. Preparo dos reagentes SAR

a) Homogeneizar o frasco contendo o antigeno constantemente durante a realiza¢cdo do ensaio
para evitar precipitacdo. Os antigenos devem estar na temperatura ambiente.

3.3.5.3. Soro Aglutinacdo Rapida - SAR

a) Realizar o ensaio a temperatura ambiente ou conforme indicacéo do fabricante;

b) Homogeneizar suavemente o frasco contendo o antigeno durante a realizagdo do ensaio para
evitar precipitacao;

c) Depositar 20 uL ou o volume indicado pelo fabricante do antigeno no centro de um quadradinho
da placa limpa e desprezar a ponteira;

d) Depositar mesma quantidade do soro a ser testado sobre a gota do antigeno e homogeneizar
ambas com auxilio de ponteira, bastdo ou homogeneizador multiplo, formando um circulo de
aproximadamente 1,5 cm de didmetro;

e) Agitar suavemente a placa, fazendo movimentos circulares;

f) Observar a formacdo de grumos colocando a placa contra a fonte luminosa e fundo branco
apos transcorrido o tempo especificado pelo fabricante;

g) As amostras que apresentarem qualquer grau de aglutinacdo nessa etapa sdo consideradas
reagentes e devem ser testadas na diluicdo para 1:4. Para isso, inativar as amostras em banho-maria
a 56 °C por 30 minutos, em seguida, diluir uma parte da amostra em 3 partes de solucdo salina 0,9%
ou solugéo de PBS 0,01M pH 7,0-7,2;

h)  Em paralelo as amostras, devem sempre ser incluidos:

l. Soro controle POSITIVO;

Il. Soro controle NEGATIVO.

3.3.6.Critérios de aceitagdo do ensaio

a) O ensaio sera valido quando:

l. O controle POSITIVO apresentar formacdo de grumos sob as condicdes especificadas para o
ensaio pelo fabricante do insumo;

Il. O controle NEGATIVO n&o apresentar nenhuma formacéo de grumos.

3.3.7. Interpretacéo dos resultados

a) Considerar a amostra positiva quando houver qualquer grau de formacéo de grumos, dentro do
tempo preconizados pelo fabricante, ainda que com menor intensidade que o controle POSITIVO, na
diluicdo 1:4;

b)  Considerar a amostra negativa quando ndo houver qualquer grau de formac&o de grumos.
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3.3.8. Emissao dos resultados

a) Os resultados deverdo ser emitidos em documento denominado “Relatério de Ensaio” e
expresso como “POSITIVO” ou “NEGATIVO”, ou de acordo com o preconizado pelo fabricante;
b) Expressar a quantidade de aliquotas positivas dentre o total de analisadas.

3.3.9.Descarte das amostras e Residuos

a) Os materiais descartados devem ser separados adequadamente entre residuos quimicos e
biol6gicos;

b)  Antes darealizacdo do descarte de amostras e produtos de ensaio deveréo ser observados os
prazos minimos estabelecidos no item 3.3.10;

c) Todo o residuo biolégico do ensaio deve ser submetido ao processo de autoclavacdo
apropriado. A efetividade da esterilizacdo deve estar comprovada em procedimentos proprios do
laborat6rio e devem ser utilizados controles fisicos, quimicos e biol6gicos para o monitoramento do
processo;

d) O laboratério deve assegurar a biosseguranca dos residuos gerados, e seguir as legislagdes
ambientais vigentes durante todo o processo do descarte.

3.3.10. Retencdo de itens de ensaio

a) Soros
Ap6s um periodo minimo de 30 dias da realizagdo das analises, as amostras poderdo ser
descartadas, registrando-se nos formularios préprios e conferidas antes do descarte.

3.4. Preparo de amostras para ensaios moleculares
3.4.1. Materiais

a) Luvas de procedimento nitrilicas ou de latex isentas de po;

b)  Microtubos de volumes variados ou microplacas;

c) Microplacas ou microtubos para leitura 6ptica de qPCR;

d) Tampas adesivas para microplacas para leitura éptica de qPCR,;
e) Ponteiras com filtro, estéreis, livres de DNAses e RNAses;

f) Estantes para microtubos;

g) Gaze ou papel toalha.

3.4.2.Equipamentos e instrumentos

a) Cabine de seguranga biologica com filtro HEPA classe Il ou estacdo de trabalho para PCR
(Workstation PCR) com luz UV germicida;

b) Geladeira;

c) Freezer;

d) Micropipetas mono e multicanais de volumes regulaveis;

e) Termociclador para PCR em tempo real;

f) Centrifuga para microtubos;
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g) Agitador de microtubos;

h)  Microcomputador;

i) Equipamento para extracdo automatizada de acidos nucleicos (opcional);
)] Autoclave.

3.4.3. Insumos

a) Tubos com Caldo Frey Modificado para Micoplasma;

b)  Controle POSITIVO para MG, MS e MM (antigeno ou cultura de referéncia);
c) Agua livre de nucleases;

d) Kit de extracdo de DNA.

3.4.4. Solucbes

a)  Solugdo de alcool 70° INPM;
b)  Solugéo descontaminante de DNA e DNAses;
c) Hipoclorito de sédio a 0,5%.

3.4.5. Realiza¢éo do ensaio
3.4.5.1. Extracdo de DNA

a) A extragdo pode ser realizada de forma automatizada ou manual, através de kits de extracdo
de DNA especificos para o tipo de material a ser analisado;

b)  N&o utilizar reagentes apés a data de validade e ndo misturar reagentes de lotes diferentes;

c)  Seguir as instru¢des para preparo e armazenamento recomendadas pelo fabricante.

3.4.5.2. Pré-enriquecimento das amostras

3.4.5.2.1. Suabes de traqueia

a) Homogeneizar os tubos contendo suabes de traqueia imersos em Caldo Frey;
b) Incubar os frascos de Caldo Frey em microaerofiliaa 37 £ 1 °C por 72 horas ou até a acidificacédo
do meio (coloracédo laranja ou amarela), caso ocorra antes desse periodo.

3.4.5.2.2. Traqueia

a)  Macerar/picotar/homogeneizar e inocular uma fracdo do pool em Caldo Frey, proximo ao bico
de Bunsen ou dentro de cabine de seguranca bioldgica;

b) Incubar os frascos de Caldo Frey em jarra de anaerobiose em microaerofilia ou em estufa de
producdo de CO; a 37 + 1 °C por 72 horas ou até a acidificacdo do meio (coloragéo laranja ou amarela),
caso ocorra antes desse periodo.
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3.4.5.3. Extracdo de acidos nucleicos

a) Realizar a extracdo de acidos nucleicos das amostras incubadas, de forma automatizada ou
manual, através de kits de extracdo de DNA especificos para o tipo de material a ser analisado,
seguindo as recomendag0Oes do fabricante;

b) O laboratério pode optar pelo uso de outro método de extracdo que néo use kit, desde que
apresente verificacdo de desempenho comprovada pelo proprio laboratério;

c) A etapa de incubacéao (pré-enriquecimento) podera ser facultativa caso o laboratério possua
um método de PCR validado com limite de detecc¢éo tédo eficiente quanto o método com a extracao
apos essa etapa;

d) Adicionar as seguintes amostras controle a cada procedimento de extra¢cao: controle POSITIVO
(MG, MS e/ou MM) e controle NEGATIVO (caldo Frey ou agua).

3.4.6.Descarte das amostras e residuos

a) Antes da realizacdo do descarte de amostras e produtos de ensaio dever&o ser observados 0s
prazos minimos estabelecidos no item 3.4.7;

b) Os materiais descartados devem ser separados adequadamente entre residuos quimicos e
biolégicos;

c) Todo o residuo biologico deve ser submetido ao processo de autoclavagdo apropriado. A
efetividade da esterilizacdo deve estar comprovada em procedimentos proprios do laboratorio e devem
ser utilizados controles fisicos, quimicos e biolégicos para 0 monitoramento do processo;

d) O laboratério deve assegurar a biosseguranca dos residuos gerados, e seguir as legislacfes
ambientais vigentes durante todo o processo do descarte.

3.4.7. Retencdo de itens de ensaio

a) Produtos de extracdo

Ap6s um periodo minimo de 30 dias da realizagdo das analises, as amostras poderdo ser
descartadas, registrando-se nos formularios proprios e conferidas antes do descarte.

b)  Suabes de traqueia e traqueia

Imediatamente apds a emissdo do laudo, as amostras poderdo ser descartadas, registrando-se nos
formularios préprios e conferidas antes do descarte.
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3.5. PCR convencional para micoplasma
3.5.1. Disposic¢des gerais

a) O laboratoério pode optar por realizar a técnica de PCR com um kit comercial ou protocolo in
house. Ambos necessitam de comprovacéo de desempenho.

3.5.2. Materiais

a) Luvas de procedimento nitrilicas ou de latex isentas de po;
b)  Microtubos de volumes variados ou microplacas;

c) Microplacas ou microtubos para PCR;

d) Tampas adesivas para microplacas;

e) Ponteiras com filtro, estéreis, livres de DNAses e RNAses;
f) Estantes para microtubos;

g) Gaze ou papel toalha.

3.5.3. Equipamentos e instrumentos

a) Cabine de seguranga biologica com filtro HEPA classe Il ou estagéo de trabalho para PCR
(Workstation PCR) com luz UV germicida;

b) Geladeira;

c) Freezer,

d) Micropipetas mono e multicanais de volumes regulaveis;

e) Termociclador;

f) Centrifuga para microtubos;

g) Agitador de microtubos;

h)  Microcomputador;

i) Equipamento para extracdo automatizada de &cidos nucleicos (opcional);

) Autoclave.

3.5.4. Insumos

a)  Agua livre de nucleases;

b)  Solugcédo tampéao para PCR;

c) Solugéo de cloreto de magnésio para PCR,;

d) Mix de dNTP;

e) Primers forward e reverse para PCR especificos para MG, MS e MM,;
f) Enzima Tag DNA Polimerase;

g) Controles “POSITIVOS” para MG, MS e MM (antigeno ou cultura de referéncia);
h)  Corante para &cidos nucleicos;

i) Marcador de peso molecular;

)i Tampéo de carregamento (“loading buffer”);

k) Gel de agarose;

)i Sugestao de oligonucleotideos apresentados no QUADRO 1.
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QUADRO 1: Sugestao de oligonucleotideos para deteccdo molecular de Micoplasma

Agente Oligonucleotideo Sequéncia Referéncia
MG mgc2 F 5'- GGA TCC CAT CTC GAC CAC GAG AAA A-3' Nasfggi“to’
Mycoplasma
gallisepticum
MG mgc2 R 5'- CTT TCA ATC AGT GAG TAA CTG ATG A-3' Nasfggi”to’
MS 16S-23S F 5'- CGA GCG AAG TTT TTC GGA AC-3' '-aul‘gg“;a”v
Mycoplasma
synoviae
MS 16S-23S R 5'- CAG TCG TCT CCG AAG TTA ACA A-3' Laulgrgrga”'
MM 16S-23S F 5'- CGA GCG AAG TTT TTC GGA AC-3' Boyle, Good &
Morrow, 1995
Mycoplasma
meleagridis
MM 16S-23S R 5'- GGT ACC GTC AGG ATA AAT GC-3' Boyle, Good &
Morrow, 1995

3.5.5.Solucbes

a) Solucéo de alcool 70° INPM;

b)  Solugcédo descontaminante de DNA e DNAses;
c)  Solugéo de hipoclorito de sddio 0,5%.

3.5.6. Realiza¢éo do ensaio

3.5.6.1.

Reacao de amplificacdo de acido nucleico por PCR

a) Realizar o ensaio em duas areas separadas: uma para o preparo do mix de reacéo (sala de
pré-PCR) isenta de material genético e amplicons, e outra para a transferéncia de DNA para placa ou
microtubos (sala de PCR);

b) Antes e apOs o preparo do mix de reacdo, descontaminar a cabine e os materiais a serem
utilizados com solucdo descontaminante (para DNA, RNA, proteinas e nucleases) e/ou alcool 70°

INPM,;

c) As micropipetas utilizadas para o preparo do mix de reacéo e adicdo das amostras devem ser
exclusivas para tais finalidades.
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3.5.6.2. Preparo do mix de reagéo

a) Preparar o mix de reacdo de acordo com protocolos validados e especificos para o agente
pesquisado (Mycoplasma) em quantidade suficiente para o nUmero de amostras a serem testadas,
considerando algumas a mais;

b)  Adicionar o mix de reac&o a cada poco da microplaca (ou microtubos);

c) Devem serincluidos nas analises:

l. Controle DETECTADO para Mycoplasma;

ll.  Controle NAO DETECTADO da extracao;

lll.  Branco (agua livre de nucleases);

IV. Controle DETECTADO e NAO DETECTADO do kit utilizado (se houver).

3.5.6.3. Reacéo de PCR

a) Apos o preparo do mix, adicionar o DNA nos poc¢os da placa ou em microtubos identificados
com a numeracao da amostra a ser testada;

b) Realizar a amplificacdo em termociclador certificado, conforme as especificacbes de
temperatura do protocolo utilizado.

3.5.6.4. Eletroforese

a) Preparar o gel de agarose em concentragdo adequada ao protocolo de PCR utilizado. Adicionar
um corante para acidos nucleicos em propor¢ao suficiente para visualizagdo das bandas;

b) Para a corrida das amostras, adicionar tampéao de carregamento (loading buffer) ao produto de
PCR;

c)  Aplicar marcador de peso molecular em um dos pogos do gel;

d) Realizar a corrida em cuba de eletroforese, utilizando o tempo e a voltagem adequados para o
volume do gel e o protocolo de PCR utilizado;

e) Visualizar o gel sob luz ultravioleta, fotografar com o auxilio de um fotodocumentador e analisar
o resultado.

3.5.7.Critérios de aceitacao do ensaio

a) Asamostras de controle POSITIVO para MG, MS e MM devem apresentar bandas de tamanhos
correspondentes aos amplicons do protocolo utilizado;

b)  As amostras de controle NEGATIVO (controle NEGATIVO da extragdo e branco) ndo devem
apresentar bandas de amplificagao.

3.5.8. Interpretagao dos resultados

a) Comparar os resultados das amostras testadas ao das amostras controle, a fim de classifica-
las como positivas ou negativas;

b) A leitura das bandas deve ser clara e livre de amplicons inespecificos para o teste ser
considerado satisfatorio;

c) Qualquer amostra questionavel devera ser retestada.
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3.5.9. Emisséao dos resultados

a) Os resultados deverdo ser emitidos em documento denominado “Relatério de Ensaio” e
expressos como POSITIVO ou “NEGATIVO”, ou de acordo com o preconizado pelo fabricante;
b)  Expressar a quantidade de aliquotas positivas dentre o total de analisadas.

3.5.10. Descarte das amostras e residuos

a) Antes da realizacdo do descarte de amostras e produtos de ensaio dever&o ser observados 0s
prazos minimos estabelecidos no item 3.5.11;

b) Os materiais descartados devem ser separados adequadamente entre residuos quimicos e
biolégicos;

c) Todo o residuo bioldgico do ensaio deve ser submetido ao processo de autoclavagéo
apropriado. A efetividade da esterilizacdo deve estar comprovada em procedimentos préprios do
laboratério e devem ser utilizados controles fisicos, quimicos e biolégicos para o monitoramento do
processo;

d) O laboratério deve assegurar a biosseguranca dos residuos gerados, e seguir as legislacdes
ambientais vigentes durante todo o processo do descarte.

3.5.11. Retencdo de itens de ensaio

a) Produtos de extracéo
Ap6s um periodo minimo de 30 dias da realizagdo das andlises, as amostras poderdo ser
descartadas, registrando-se nos formularios proprios e conferidas antes do descarte.

b)  Suabes de traqueia e traqueia
Imediatamente apds a emissdo do laudo, as amostras poderdo ser descartadas, registrando-se nos
formularios préprios e conferidas antes do descarte.

3.6. PCR em tempo real para micoplasma (QPCR)
3.6.1. Disposicdes gerais

a) O laboratério pode optar por realizar a técnica de PCR em tempo real com um kit comercial ou
protocolo in house.

3.6.2.Materiais

a) Luvas de procedimento nitrilicas ou de latex isentas de po;

b)  Microtubos de volumes variados ou microplacas;

c)  Microplacas ou microtubos para leitura 6ptica de qPCR;

d) Tampas adesivas para microplacas para leitura éptica de qPCR;
e) Ponteiras com filtro, estéreis, livres de DNAses e RNAses;

f) Estantes para microtubos;

g) Gaze ou papel toalha.
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3.6.3.Equipamentos e instrumentos

a) Cabine de seguranca biologica com filtro HEPA classe Il ou estacdo de trabalho para PCR
(Workstation PCR) com luz UV germicida;

b) Geladeira;

c) Freezer,

d)  Micropipetas mono e multicanais de volumes regulaveis;

e) Termociclador para PCR em tempo real;

f) Centrifuga para microtubos;

g) Agitador de microtubos;

h)  Microcomputador;

i) Equipamento para extracdo automatizada de acidos nucleicos (opcional);

)] Autoclave.

3.6.4. Insumos

a) Tubos com Caldo Frey Modificado para micoplasma;

b)  Controle POSITIVO para micoplasma especificos para MG, MS e MM;

c) Agua livre de nucleases;

d) Kit comercial para deteccdo de micoplasma por gPCR; ou

e) Oligonucleotideos (primers) e sondas especificos para deteccdo dos micoplasmas
contemplados no PNSA.

3.6.5. Solucdes

a) Solucéo de alcool 70° INPM;
b)  Solugcédo descontaminante de DNA e DNAses;
c)  Solugéo de hipoclorito de sddio 0,5%.

3.6.6. Realizacdo do ensaio
3.6.6.1. Reacdo de amplificacdo de acido nucleico por gPCR

a) Realizar o ensaio em duas areas separadas: uma para o preparo do mix de reacado (sala de
pré-PCR) isenta de material genético e amplicons, e outra para a transferéncia de DNA para placa ou
microtubos (sala de PCR);

c) Antes e apds o preparo do mix de reacdo, descontaminar a cabine e os materiais a serem
utilizados com solucdo descontaminante (para DNA, RNA, proteinas e nucleases) e/ou alcool 70°
INPM;

b)  As micropipetas utilizadas para o preparo do mix de reacdo e adicdo das amostras devem ser
exclusivas para tais finalidades.
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3.6.6.2. Preparo do mix de reacao

a) Preparar o mix de reacdo de acordo com protocolos validados e especificos para o agente
pesquisado (Mycoplasma spp.) em quantidade suficiente para o ndmero de amostras a serem
testadas, considerando algumas a mais;

b)  Apds o preparo do mix, adicionar o DNA nos poc¢os da placa ou em microtubos para leitura
Optica;

c¢) A adicdo de DNA e das amostras controle deve ser realizada em uma area distinta do preparo
do mix (sala de PCR);

d) Devem ser incluidos no ensaio:

l. Controles “POSITIVOS” para MG, MS e/ou MM;

ll.  Controle NAO DETECTADO da extracao;

lll.  Branco (agua livre de nucleases);

IV. Controle DETECTADO e NAO DETECTADO do kit utilizado (se houver).

3.6.6.3. Reacdo de qPCR

a) Selar a placa com adesivo 6ptico ou fechar a tampa dos microtubos. Verificar se ha bolhas no
fundo do poco e/ou goticulas na parede dos pogos da placa ou tubo. Caso isto ocorra, centrifugar
brevemente para reduzir as bolhas e para que o conteddo se posicione na parte inferior da placa ou
tubo;

b) Iniciar e entrar com os dados no software do termociclador (identificacdo das amostras e
selecdo dos fluoréforos), conforme especificagcdes do fabricante;

c) Inserir a placa ou os tubos no termociclador, salvar o arquivo e iniciar a corrida;

d) Ao finalizar, salvar os dados e interpretar os resultados.

3.6.7.Critérios de aceitacao do ensaio

a) Paraavalidacdo do ensaio, o controle POSITIVO do kit e o controle interno devem apresentar
uma curva sigmoide (em forma de S) e um Ct satisfatorio (conforme especificacdes do fabricante);

b) O controle NEGATIVO deve ter Ct indeterminado ou maior que o limite do kit. O grafico do
controle NEGATIVO deve apresentar tragos de fluorescéncia na linha de base durante todo o ensaio.
Esses tracos ndo devem apresentar curva sigmoide ou um aumento gradual na fluorescéncia.

3.6.8. Interpretacdo dos resultados

a) Ao analisar os resultados da corrida, o operador deve avaliar os seguintes componentes:
controle POSITIVO, controle NEGATIVO, controle da extracdo, background de fluorescéncia e graficos
de amplificacdo de cada amostra individualmente. Apds a validacdo do ensaio, interpretar os
resultados conforme especificacdes do fabricante;

b)  Qualquer amostra questionavel devera ser retestada.

3.6.9. Emisséao dos resultados
a) Os resultados deverdo ser emitidos em documento denominado “Relatério de Ensaio” e
expresso como POSITIVO ou “NEGATIVO?”, ou de acordo com o preconizado pelo fabricante;

b)  Expressar a quantidade de aliquotas positivas dentre o total de analisadas.
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3.6.10. Descarte das amostras e residuos

a) Antes da realizacdo do descarte de amostras e produtos de ensaio dever&o ser observados 0s
prazos minimos estabelecidos no item 3.6.11;

b) Os materiais descartados devem ser separados adequadamente entre residuos quimicos e
biolégicos;

c) Todo o residuo biolégico do ensaio deve ser submetido ao processo de autoclavacao
apropriado. A efetividade da esterilizacdo deve estar comprovada em procedimentos préprios do
laboratério e devem ser utilizados controles fisicos, quimicos e bioldgicos para 0 monitoramento do
processo;

d) O laboratério deve assegurar a biosseguranca dos residuos gerados, e seguir as legislacdes
ambientais vigentes durante todo o processo do descarte.

3.6.11. Retencdo de Itens de Ensaio

a) Produtos de extracéo
Ap6s um periodo minimo de 30 dias da realizagdo das analises, as amostras poderdo ser
descartadas, registrando-se nos formulérios proprios e conferidas antes do descarte.

b)  Suabes de traqueia e traqueia
Imediatamente apds a emissdo do laudo, as amostras poderdo ser descartadas, registrando-se nos
formularios préprios e conferidas antes do descarte.
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CAPITULO 2.1.3,
INFLUENZA AVIARIA - IA

1. Amostras
Sao consideradas amostras para o diagnéstico de influenza aviéria:

1.1. Deteccao da Resposta Imune

a)  Soro sanguineo.

1.2. Identificagéo do Agente

a) Aves Vivas

l. Suabe de Cloaca;

II.  Suabe de Traqueia;

lll.  Suabe de fundo de caixa;
IV. Fezes frescas.

b) Aves Mortas*, Sacrificadas e Ovos com embrides mortos.
l. Pulmao;

II.  Traqueia;

[ll. Cérebro;

IV. Cerebelo;

V. Intestino delgado com pancreas;

VI. Ceco com tonsilas cecais;

*Somente serfio recebidas Aves mortas decorrentes de colheitas realizadas pelo VIGIAGRO

c) Liquido Alantoide

2. Recebimento das Amostras

2.1. Disposic¢fes Gerais

2.1.1. Para atendimento aos Programas e Controles Oficiais do MAPA os Laboratérios credenciados
somente receberdo as amostras previstas na legislacdo em vigor para as finalidades e ensaios
previstos no seu escopo de credenciamento.

2.1.2.Deveréo ser obedecidos os critérios estabelecidos no capitulo de verificacdo de conformidade
de amostras.

3. Técnicas de Diagnéstico

3.1. Disposic¢des Gerais

3.1.1. Somente poderdo ser utilizados insumos de diagnostico que tenham registro no MAPA,
segundo legislagéo em vigor;

90



3.1.2 Todos os insumos utilizados na analise devem ser controlados e previamente testados
e aprovados;

3.1.3. O laboratério devera realizar os ensaios obedecendo as temperaturas preconizadas pelo
fabricante dos insumos:

a) Quando essa informacdo ndo constar na bula o laboratério devera consultar o fabricante,
mesmo que a indicacdo seja de realizacdo a temperatura ambiente;

b) Quando néo informado pelo fabricante, serdo considerados como temperatura ambiente,
valores de temperatura entre 18 a 25°C.

3.1.4 Antes da utilizacdo dos insumos, realizar a avaliacdo de todos os parametros referentes aos
lotes e valores de ponto de corte dos critérios interpretacdo dos resultados;

3.1.5 O laboratério deve estabelecer um meio de avaliagcao apropriado para todos 0s insumos
utilizados nos ensaios;

3.1.6. Devem ser retidos os registros dos controles dos ensaios realizados, devendo ser
registrada data e responsavel de todas as etapas realizadas para cada amostra analisada;

3.1.7. Os resultados encontrados para cada amostra e controles, dados dos insumos
utilizados e outras informacdes pertinentes devem ser registrados em formularios proprios do
laboratorio.

3.2. Ensaio imunoenzimatico (ELISA)
3.2.1. Material

a) Luvas para procedimentos;

b) Pipetas de vidro graduadas ou descartaveis;
c¢) Provetas graduadas;

d) Béqueres;

e) Erlenmeyers;

f) Ponteiras descartaveis;

g) Descartador de ponteiras;

h)  Reservatorios para solu¢des (cubetas);

i) Papel absorvente;

i) Selador ou tampa para placas de ELISA;

k)  Caneta para identificacdo de vidraria;

)i Cubas para descarte de materiais resistente a autoclavacao.

3.2.2. Equipamentos e instrumentos

a) Geladeira;

b) Freezer -20°C;

c) Estufa;

d) Termdmetros;

e)  Micropipetas monocanal e multicanal de volumes reguléveis;
f) Pipetador automatico ou manual;

g) Leitora de ELISA;

h)  Crondmetros;

i) Agitador de tubos tipo voértex (opcional);

) Agitador de microplacas (opcional);
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k)  Lavadora de microplacas (opcional);
) Autoclave.

3.2.3. Insumos
a) Kits de ELISA para a detec¢do de anticorpos para o virus influenza A.
3.2.4. Solucbes

a) No preparo das solucdes deve ser utilizado somente os reagentes fornecidos pelo fabricante,
ou aqueles por ele indicados;

b) Conjugados, substratos e solugdo de parada deverdo ser utilizados obedecendo-se as
condicbes do fabricante;

c) No preparo da solucéo de lavagem deve-se assegurar que ndo existem cristais precipitados na
solucéo;

d) Diluir a solugfes utilizando agua ultrapura ou destilada conforme instru¢gées do fabricante e
homogeneizar bem.

3.2.5. Realiza¢éo do ensaio

a) Para realizacdo dos ensaios de ELISA devem ser consideradas as orientagdes do fabricante
do kit de diagndstico utilizado. Atentar para ocorréncia de atualizacdo na bula do kit, principalmente
em mudancas de lote;

b) A ordem de execucdo das etapas do ensaio, duracdo, volumes utilizados e temperatura de
incubacéo variam de acordo com fabricante do kit utilizado;

c) Homogeneizar gentiimente todos reagentes e amostras antes do uso;

d)  Utilizar ponteiras distintas para cada controle e amostra de soro;

e) Homogeneizar as placas tocando-as na lateral ou utilizando um agitador de placas;

f) Nas etapas de incubagéo, as placas devem ser seladas para se evitar evaporacao;

g) As placas devem ser lavadas com a soluc¢éo indicada pelo kit. Apds a ultima lavagem remover
residuos em um material absorvente (papel toalha ou toalha). Deixar as placas secas o minimo de
tempo possivel entre a lavagem e adicdo do proximo reagente;

h)  Decorridas todas as etapas do teste, realizar a leitura da absorbancia na leitora de ELISA
utilizando filtro com comprimento de onda indicado nas instru¢des do fabricante.

3.2.6. Critérios de aceitacdo do ensaio
a) O resultado do ensaio sera considerado valido somente se as DOs dos soros controles e 0s

demais parametros calculados a partir delas estiverem dentro dos limites aceitaveis e determinados
pelo fabricante. Caso contrario, o ensaio deve ser repetido.

3.2.7. Interpretagao dos resultados

a) De acordo com as DOs obtidas, consideram-se as amostras como POSITIVAS ou NEGATIVAS
ou de acordo com o preconizado com o fabricante do insumo (kit de diagnéstico).

3.2.8. Emissao dos resultados
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a) Os resultados deverao ser emitidos em documento denominado “Relatério de Ensaio” e
expresso como POSITIVO ou NEGATIVO ou de acordo com o preconizado com o fabricante do insumo
(kit de diagnéstico).

3.2.9. Descarte de Amostras e residuos

a) Antes da realizacdo do descarte de amostras e produtos de ensaio deverdo ser observados os
prazos minimos estabelecidos no item 3.2.10;

b) Os materiais descartados devem ser separados adequadamente entre residuos quimicos e
biolégicos;

c) Todo o residuo biolégico do ensaio deve ser submetido ao processo de autoclavacdo
apropriado. A efetividade da esterilizacdo deve estar comprovada em procedimentos préprios do
laboratério e devem ser utilizados controles fisicos, quimicos e biolégicos para o monitoramento do
processo;

d) O laboratério deve assegurar a biosseguranga dos residuos gerados, e seguir as legislagcbes
ambientais vigentes durante todo o processo do descarte.

3.2.10. Retencdo de itens de ensaio

a)  Soro sanguineo

Amostras positivas ao ELISA para deteccdo de anticorpos para influenza A deverdo ser submetidas
a ensaios confirmatorios. Caso o laboratério ndo realize os ensaios confirmatorios, as amostras
positivas deverdo ser encaminhadas com a maior brevidade possivel ao LFDA indicado pela CGAL
para confirmacao.

Apo6s um periodo minimo de 30 dias da realizacdo das andlises, as amostras negativas poderao ser
descartadas, registrando-se nos formularios proprios e conferidas antes do descarte.

3.3. Inibicdo da hemaglutinacéo para tipificacdo de anticorpos para o virus influenza A
3.3.1. Materiais

a) Luvas para procedimentos;

b) Ponteiras descartaveis;

c) Pipetas de 5, 10 e 20 mL;

d) Reservatorios para pipetagem de liquidos;
e) Ponteiras descartaveis;

f) Microtubos;

g) Microplacas com fundo em “V” ou em “U”;
h)  Papel absorvente;

i) Filme adesivo ou tampa para microplacas;
) Canetas para escrita em plastico/vidro.

3.3.2. Equipamentos e instrumentos
a) Refrigerador;

b) Freezer -20 °C;
c)  Micropipetas monocanal e multicanal de volumes reguléveis;
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d) Pipetador automatico ou bulbo de seguranca;
e) Balanca analitica ou semi-analitica;

f) Microcentrifuga;

g) Autoclave.

3.3.3. Insumos

a)  Soros de referéncia para os 16 subtipos do virus influenza A (H1 ao H16);
b)  Antigenos inativados de referéncia para os 16 subtipos do virus influenza A (H1 ao H16);
c)  Soro NEGATIVO para influenza A.

3.3.4. Solucgdes

a) Suspensao de heméacias de Gallus gallus, preferencialmente machos, SPF (Specific Pathogen
Free) ou SAN (Specific Antibody Negative) a 1%;

b)  Suspensdo de hemécias de Gallus gallus, preferencialmente machos, SPF ou SAN a 10%;

c) Solugéo de PBS 0,01 M pH 7,0 — 7,2 ou solugéo salina 0,85% a 0,90%;

d) Solucéo de PBS com 0,4% BSA-AS.

3.3.5. Realizacédo do ensaio
3.3.5.1. Preparo dos antigenos — teste da hemaglutinagdo

a) Pararealizacdo do ensaio de HI, é necessario que todos os antigenos padrdes estejam com o

titulo de quatro unidades hemaglutinantes (UHA) em 25 pL;

b) Paraisso, os antigenos devem ser titulados da seguinte forma:

l. Adicione 25 pL de PBS ou soluc¢éo salina a todos os po¢os de uma microplaca de fundo
Vi

II.  Adicione 25 pL do antigeno no primeiro poco e realize diluicbes seriadas na base 2,
transferindo-se 25 pL do poco inicial ao segundo orificio e assim, sucessivamente, até
o Ultimo orificio da linha, descartando-se os 25 pL finais;

[ll.  Adicione 25 pL de suspensao de hemécias 1%;

IV. Agitar levemente a placa, cobrir com adesivo ou tampa para evitar evaporagdo e
incubar por 30 minutos a 22°C * 2°C ou por 1 hora a 4°C;

V. Ao final do periodo de incubacéo, realizar a leitura da prova para determinacéao do titulo
do antigeno em unidades hemaglutinantes (UHA). O titulo deve ser lido como a maior
diluicdo em que houve hemaglutinacdo completa;

VI. A patrtir dos resultados obtidos na etapa anterior, os antigenos devem ser diluidos em
PBS com 0,4% BSA-AS de forma a se obter uma concentracéo de 4 UHA/25 uL. Apos
a diluicdo, os antigenos devem ser novamente titulados a fim de se verificar se a
diluic&o realizada realmente resulta em 4 UHA/25 pL.
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3.3.5.2. Preparo dos soros de referéncia

a) Etapa facultativa. Os soros de referéncia podem ser diluidos a fim de otimizar o uso destes
reagentes;

b)  Diluir os soros a um titulo entre 1:16 e 1:64 com solu¢édo PBS ou solucao salina;

c) Utilizar o soro de referéncia como controle POSITIVO para seu respectivo antigeno no ensaio
de HI.

3.3.5.3. Preparo das amostras de soro

a) Verificar se as amostras de soro ndo apresentam hemaglutinacdo inespecifica. Para isso,
adicionar a um pogo de uma microplaca de fundo V ou U 25 uL de PBS ou solucéo salina, 25 uL da
amostra, e 25 L da suspensao de hemacia 1%;

b)  Agitar levemente a placa, cobrir com adesivo ou tampa para evitar evaporacdo e incubar por
30 minutos a 22°C £ 2°C ou por 1 hora a 4°C;

c) Realizar a leitura da placa inclinando-a. Se houver a presencga de “lagrima” escorrendo, indica
gue ndo houve auto aglutinagéo;

d) Realizar o tratamento prévio das amostras autoaglutinantes conforme protocolo a seguir:

l. Adicionar 100 uL de PBS ou solucéo salina a um microtubo ou a um orificio de uma microplaca;

. Adicionar 50 pyL da amostra de soro a ser tratada;

lll.  Adicionar 50 uL de uma suspenséo de hemacias a 10%;

IV. Homogeneizar a cada 10 minutos, durante 30 minutos, a fim de manter as hemacias em

suspensao;

V.  Centrifugar por 4 minutos a 4000 RPM,;

e)  Utilizar o sobrenadante para realizagdo da técnica de Hl;
f) Considerar que a diluicdo inicial da amostra € 1:4.

3.3.5.4. Técnica da inibicdo da hemaglutinacéo

a) Dispensar 25 pL de PBS ou solugao salina em cada orificio da microplaca a ser utilizada, com
excecao dos orificios de controle da hemacia que devem conter 50 pL;

b)  Colocar, com auxilio de micropipeta monocanal, 25 uL de cada amostra de soro a ser testada
no primeiro orificio de cada linha da placa (FIGURA 1);

¢) Realizar diluicbes seriadas na base 2 de cada amostra com micropipeta multicanal, sempre
homogeneizando varias vezes com a propria pipeta antes de passar para o préximo poco;

d) Diluir até o sexto poco (p.e. até A6) para amostras de soro sem tratamento prévio ou diluicédo a
1:4; ou até o terceiro poco (p.e. até A3) para amostras previamente diluidas (1:4);

e) Dispensar 25 pL de soro referéncia especifico para o antigeno do ensaio (controle POSITIVO)
em uma das linhas preenchidas com PBS ou solucéo salina, e realizar as diluicdes seriadas na base
2 da mesma forma que foi feito para as amostras. Para amostras pré-diluidas, realizar a mesma
diluicdo para os soros referéncia;

f) Dispensar 25 yL de soro controle NEGATIVO em uma das linhas preenchidas com PBS ou
solucgédo salina, realizar as diluicdes seriadas na base 2 da mesma forma que foi feito para as amostras;

g) Reservar os orificios da ultima linha para o controle das hemécias;

h)  Adicionar 25 yL do antigeno com quatro UHA em todos orificios da microplaca destinados
aquele subtipo (exceto nos orificios do controle das hemacias) e homogeneizar a placa suavemente;
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i) Cobrir a microplaca com adesivo ou tampa para evitar evaporacao e incubar por 30 minutos a
22°C £ 2°C ou por 1 hora a 4°C;

) Adicionar, em cada orificio, 25 yL de suspensdo de hemacias a 1% e homogeneizar
suavemente com leves batidinhas;

k)  Incubar a microplaca por 30 minutos a 22°C + 2°C ou por 1 hora a 4°C;

1 Realizar a leitura da placa inclinando-a e observando a presenga ou auséncia de “lagrima”
escorrendo.

3.3.6. Critérios de aceitacdo do ensaio

a) O teste serd valido se:

l. Os controles das amostras de soro nao apresentarem hemaglutinacédo inespecifica;

II. O controle de hemacias apresentar “lagrima” escorrendo;

[ll. O antigeno utilizado possuir quatro UHA (determinado pelo ensaio de hemaglutina¢ao);
IV. O controle NEGATIVO apresentar titulo inferior a 22 (1:4);

V. O controle POSITIVO apresentar titulo = 24 (1:16).

b)  Anotar os resultados em formulario proprio;
c) Para as amostras pré-diluidas (1:4), as diluicdes na base 2 correspondem a diluigdo 1:8, 1:16
e 1:32.

3.3.7. Interpretagcdo dos resultados

a) Registrar os resultados em formulario proprio;

b)  Os pogos com inibicdo completa devem formar uma "lagrima" semelhante aquela observada
nos pogos de controle POSITIVO. Os pogos que apresentam “lagrima" com escoamento retardado em
comparagéo com o controle POSITIVO devem ser interpretados como incompleto;

c) O titulo de HI é a maior diluicdo do soro capaz de inibir completamente a hemaglutinacdo das
4 UHA do antigeno;

d) Sé&o consideradas positivas aquelas amostras que apresentarem titulo 21:16;

e) Sao consideradas negativas as amostras que apresentarem titulo < 1:16.
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FIGURA 1. Exemplo de marcacéo das placas para realizacéo do teste de HI para subtipificagdo de

anticorpos para o virus influenza A.
Para amostras e soros pré-diluidos (1:4):
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Legenda: @ = conftrole de hemacias, C+= soro controle positivo, C-= soro controle negativo

(Fonte: LFDA-SP)

3.3.8. Emisséao dos resultados

a) Os resultados deverdo ser emitidos em documento denominado “Relatério de Ensaio” e
expresso como “POSITIVO” ou “NEGATIVO”;

b) Expressar a quantidade de soros “POSITIVOS” dentre o total analisado;

c¢) Em caso de positividade, indicar para qual subtipo do virus influenza A a amostra foi positiva.

3.3.9. Descarte das amostras e residuos

a) Antes darealizagdo do descarte de amostras e produtos de ensaio dever&o ser observados 0s
prazos minimos estabelecidos no item 3.3.10;

b) Os materiais descartados devem ser separados adequadamente entre residuos quimicos e
biolbgicos;

c¢) Todo o residuo biolégico do ensaio deve ser submetido ao processo de autoclavagéo
apropriado. A efetividade da esterilizacdo deve estar comprovada em procedimentos préprios do
laborat6rio e devem ser utilizados controles fisicos, quimicos e biolégicos para o monitoramento do
processo;

d) O laboratério deve assegurar a biosseguranca dos residuos gerados, e seguir as legislacées
ambientais vigentes durante todo o processo do descarte.

3.3.10. Retencéo de itens de ensaio

a) Soro sanguineo
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Apbés um periodo minimo de 30 dias da realizagdo das andlises, as amostras poderdo ser
descartadas, registrando-se nos formulérios proprios e conferidas antes do descarte.

3.4. Técnica da imunodifusdo em gel-agar (IDGA) para pesquisa de anticorpos para influenza
A

3.4.1. Materiais

a) Luvas para procedimentos;

b) Pipetas de vidro graduadas ou descartaveis;

c) Provetas graduadas;

d)Béqueres;

e) Erlenmeyers;

f) Baldo volumétrico;

g)Ponteiras descartaveis;

h)Placa de Petri de poliestireno de 100 mm de diametro;
i)Descartador de ponteiras;

j)Caneta para identificagcéo de vidraria;

k) Cubas para descarte de materiais resistente a autoclavacgao.

3.4.2. Equipamentos

a) Geladeira;

b) Freezer;

c) Micro-ondas;

d)  Micropipetas monocanal de volumes regulaveis;
e) Pipetador automatico ou manual;
f) Balanga analitica;

g) Medidor de pH;

h)  Destilador ou deonizador de agua;
i) Centrifuga;

) Autoclave;

k)  Cortador de gel padréo;

) Camara Umida;

m) Fonte de luz;

n)  Bomba de vacuo (opcional);

0) Autoclave.

3.4.3. Insumos

a) Antigeno do virus influenza A para prova de imunodifusdo em agar-gel - IDGA;

b)  Soro controle POSITIVO para virus influenza A,

c) Soros controle forte- POSITIVO”, fraco- POSITIVO e NEGATIVO para virus influenza A.

3.4.4. Solucgdes

a) Gelde agaral1% em PBS pH 7.2.
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3.4.5. Realizacado do ensaio
3.45.1. Preparo dos reagentes

a) Preparar o gel a 1% p/v de agarose ou agar tipo Il purificado, 8% p/v NaCl em 0,01 M PBS em
pH 7.2, ou conforme orientacao do fabricante dos insumos utilizado;

b)  Aquecer o gel no micro-ondas por tempo necessério para fusdo completa, evitando o
borbulhamento e extravasamento. Ndo efetuar sucessivas fusdes do gel,

c) Verter 16 ml a 17 ml do gel fundido e ainda quente em placa de Petri até uma espessura de,
aproximadamente, 3 mm;

d) Deixar o gel solidificando em superficie plana, em local livre de poeira e em temperatura (22°C
+ 2°C) por no méximo 30 minutos, para que a concentracao eletrolitica ndo seja alterada;

e) ApoOs o gel solidificar, utilizando cortador de padrdo hexagonal com as dimensdes
recomendadas pelo fabricante dos insumos, perfurar os pocos de aproximadamente 5 mm de didmetro
no gel. As partes cortadas podem ser removidas da placa utilizando uma canula conectada a uma
bomba de vacuo através de uma mangueira;

f) Identificar os pocos de acordo com a amostra de soro que sera adicionada a cada um deles
utilizando caneta para vidro ou plastico;

g) Se as placas de Petri contendo agar nao forem utilizadas imediatamente, armazena-las
vedadas ou embaladas em plastico em camara Umida ou geladeira para evitar o ressecamento do gel;

h)  Na&o utilizar placa que apresente umidade nos pogos da roseta. Despreza-las ou remover a
umidade. Caso apresentem ressecamento devem ser descartadas.

3.4.5.2. Preparo das amostras

a) Identificar as amostras de soro de aves ndo-aquaticas a serem analisadas;
b) Caso seja recomendado pelo fabricante do antigeno, inativar amostras a 56°C.

3.4.5.3. Técnica do IDGA

a) Preencher o formulario de acompanhamento do ensaio de IDGA,;

b)  Distribuir aproximadamente 50 L de cada amostra de soro em posi¢des alternadas na periferia
do hexagono. Nos pogos adjacentes, acrescentar soro controle POSITIVO e ao poco central adicionar
o antigeno (Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada.2);

¢) O volume adicionado deve ser suficiente para preencher o poco, coincidindo a parte superior
do menisco com o nivel do gel, tendo o cuidado de ndo derramar. Caso o fabricante do antigeno
especifique o volume a ser utilizado, seguir suas recomendagfes adequando o tamanho do pog¢o ou
profundidade do gel ao volume indicado;

d) Para cada grupo de amostras a ser testado, deve ser incluida uma roseta contemplando os
soros controle fraco - POSITIVO, forte - POSITIVO e NEGATIVO,;

e) Incubar as placas em camara Umida a temperatura de 22°C + 2°C por 24 horas. Recomenda-
se colocar um chumaco de algodéao ou papel toalha molhado dentro da camara para manter o ambiente
Umido;

f) ApOs a incubacéo, proceder a leitura das placas abertas sobre uma fonte de luz contra um
fundo escuro.

3.4.6. Critérios de aceitacao
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a) Aslinhas de precipitacdo que indicam a interacdo antigeno-anticorpo devem se formar entre os
pocos em que foram adicionados os soros controle sabidamente “POSITIVOS” e o antigeno;

b) Os soros controles fraco - POSITIVO e forte - POSITIVO devem apresentar linhas de
precipitacdo dentro do esperado;

c) O soro controle NEGATIVO néo deve apresentar linha de precipitacéo;

d) Caso as linhas estejam fracas para serem visualizadas, incubar por mais 24 horas e realizar a
leitura novamente.

3.4.7. Interpretacado dos resultados

a) NEGATIVO: as linhas formadas entre o antigeno e o soro controle POSITIVO prolongam-se
até a cavidade onde se encontra a amostra testada, sem encurvar-se (FIGURA 2 — Posi¢éo B);

b) POSITIVO: as linhas formadas entre 0 antigeno e o soro controle POSITIVO se fundem com
aguela formada pela amostra testada, formando uma linha continua de identidade total (FIGURA 2 —
Posicao F);

c) Variacdes de reacges positivas: fraco POSITIVO: a linha de precipitagcdo tende a se formar mais
proximo a cavidade onde se encontra a amostra testada, visualizando-se somente uma convergéncia
das duas linhas do controle na dire¢do da cavidade onde se encontra a amostra (Erro! Fonte de
referéncia ndo encontrada. — Posi¢éo D);

d) Reacdes inespecificas: caso se formem linhas de precipitacdo entre o poco do soro analisado
e o controle POSITIVO (FIGURA 3 — Posicdes F e B), essas devem ser desconsideradas, pois sdo
inespecificas. Caso as linhas de precipitacdo de um controle POSITIVO e uma amostra se cruzem,
indo de encontro ao poco adjacente (FIGURA 3 — Posi¢cao D), isso também indica reacéo inespecifica
e deve ser desconsiderada.

FIGURA 2. Padréo de disposi¢éo de amostras em placa de imunodifusédo. Nas posi¢des A, C e E, foi

adicionado soro controle POSITIVO. Na posicao F, soro teste POSITIVO. Em B, soro teste NEGATIVO.
Em D, soro teste fraco POSITIVO.

@@

(Fonte: LFDA-SP)
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FIGURA 3. Placa de imunodifusdo com exemplos de linhas de precipitacdo inespecificas formadas a
partir dos pocos contendo soro teste em F, B e D. Elas podem ser desconsideradas, desde que as
linhas de precipitagdo especificas formadas a partir dos controles “POSITIVOS” em A, C e E possam

ser visualizadas.
e o ©

(Fonte: LFDA-SP)

3.4.8. Emisséao dos resultados

a) Os resultados deverdo ser emitidos em documento denominado “Relatério de Ensaio” e
expresso como “POSITIVO” ou “NEGATIVO”;
b)  Expressar a quantidade de amostras positivas dentre o total de amostras analisadas.

3.4.9. Descarte das amostras e residuos

a) Antes da realizacdo do descarte de amostras e produtos de ensaio deveréo ser observados 0s
prazos minimos estabelecidos no item 3.4.10;

b) Os materiais descartados devem ser separados adequadamente entre residuos quimicos e
biolégicos;

c) Todo o residuo biolégico do ensaio deve ser submetido ao processo de autoclavacdo
apropriado. A efetividade da esterilizacdo deve estar comprovada em procedimentos proprios do
laboratério e devem ser utilizados controles fisicos, quimicos e biolégicos para o monitoramento do
processo;

d) O laboratério deve assegurar a biossegurancga dos residuos gerados, e seguir as legislagctes
ambientais vigentes durante todo o processo do descarte.

3.4.10. Retencéo de itens de ensaio

a)  Soro sanguineo

Ap6s um periodo minimo de 90 dias da emissé@o do relatério de ensaio, as amostras negativas
poderao ser descartadas, registrando-se em formularios préprios e conferidas antes do descarte.

3.5. Isolamento viral

3.5.1.Materiais
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a)
b)
c)
d)
e)
f)
g)
h)
i)
)
k)
)
m)
n)
0)
p)
a)

Luvas de procedimento;

Algodao hidrofilo embebido em alcool 70° INPM;
Micropipetas mono e multicanal de capacidade minima de 25 pL;
Ponteiras para micropipeta capacidade minima de 25 pL;

Seringas descartaveis de 1 mL, com precisdo de 0,1 mL com agulhas 27 G 2" ou similares;

Filtro descartavel de 22 um de porosidade para seringas;
Microplacas em poliestireno de 96 orificios com fundo em “V” ou em “U”;

Tubos de centrifuga com tampa rosqueavel;
Tesouras e pin¢as dente-de-rato estéreis;
Frascos de plastico com tampas perfuraveis;
Gaze,

Toalhas absorventes descartaveis;

Filme adesivo para microplacas;

Sacos de autoclave;

Cuba de plastico autoclavavel;

Caneta para escrita em pléstico/vidro;
Etiquetas autoadesivas.

3.5.2. Equipamentos e instrumentos

a)
b)
c)
d)

Cabine de seguranca biologica, classe Il A2;
Autoclave de fronteira;

Estufa;

Geladeira;

Freezer;

Ultrafreezer;

Triturador de tecidos com sondas;
Furador de ovos;

Ovoscopio;

Incubadora de ovos;

Centrifuga refrigerada;

Agitador tipo vortex;

Autoclave.

3.5.3. Insumos

a)
b)
c)
d)

Ovos embrionados SPF com 9 a 11 dias de incubacéo;
Caldo BHI ou MEM com solucao de antibiéticos 10X;

Caldo BHI,
Placas de agar sangue ou agar BHI.

3.5.4. Solucgdes

a)
b)

sédio 2-2,5% ou outro produto com acéo viricida comprovada;

Suspensao de hemacias de Gallus gallus, preferencialmente machos, SPF ou SAN a 1%.

Desinfetante hospitalar a base de monopersulfato de potassio concentrado ou hipoclorito de
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c) Solucéo de alcool 70° INPM.
3.5.5. Realizacdo do ensaio
3.5.5.1. Processamento dos itens de ensaio

a) As amostras colhidas de aves mortas podem ser coletadas e processadas separadamente ou
em “pools” de um mesmo sistema organico (respiratério, digestério ou nervoso);

b)  Quando o processamento ndo for imediatamente possivel, estocar as amostras entre 4°C e 8°C
por até 4 dias. Para estocagem prolongada, as amostras devem ser mantidas a temperatura de -70°C
a -80°C.

3.5.5.2. Processamento de suabes traqueais, cloacais, de fundo de gaiola e fezes

a) Os suabes colhidos e acondicionados individualmente podem ser agrupados em “pools” de
cinco a sete por tipo de suabe e espécie;

b) Caso nao haja volume suficiente de material para inoculagdo, pode ser preparado um “pool”
com suabes de traqueia e cloaca;

c) Os frascos contendo fezes em meio de transporte devem ser centrifugados a 1000 g por 10
minutos e o sobrenadante recolhido em frasco contendo 1,5 ml de caldo BHI contendo antibidticos;

d) Os frascos contendo os inéculos devem ser identificados de forma a permitir a rastreabilidade
da amostra;

e) Caso o material ndo seja utilizado no mesmo dia, os frascos deverdo ser armazenados sob
refrigeragédo (2 °C a 8°C) por até 24 horas. Para estocagem prolongada, as amostras devem ser
mantidas a temperatura de -70°C a -80°C.

3.5.5.3. Processamento de amostras provenientes de 6rgaos

a) Picotar os tecidos finamente, triturd-los e preparar suspensdes em caldo BHI ou meio MEM
contendo solucéo de antibidticos 10X em tubos de centrifuga;

b)  Centrifugar as suspensdes a 1000 g por 10 minutos, recolher o sobrenadante e armazena-lo
em um frasco devidamente identificado de forma a manter a rastreabilidade da amostra;

c) Aguardar um periodo = quatro horas para a inoculagao (para a agao da solugéo de antibiéticos).
Caso nao seja utilizado no mesmo dia, conserva-lo entre 2°C e 8°C por até 24 horas. Para estocagem
prolongada, as amostras devem ser mantidas a temperatura de -70°C a -80°C.

3.5.5.4. Isolamento viral

a) Antes da inoculagéo realizar ovoscopia nos ovos embrionados que serdo inoculados a fim de
se detectar embriGes mortos ou fracos para que sejam descartados;

b) Devem ser feitos os seguintes controles de prova: controle do meio com antibioticos utilizado
no preparo dos inéculos, controle dos ovos SPF utilizados para inoculagéo e controle de esterilidade
dos in6culos;

c) Em cabine de seguranca biol6gica, com auxilio de uma seringa estéril descartavel de 1 ou 3
mL com agulha 27 G 2" ou similar, inocular via cavidade alantoide 0,3 mL da amostra em, no minimo,
4 ovos embrionados SPF com idade entre 9 e 11 dias devidamente identificados de forma a manter a
rastreabilidade das amostras;

d) Selar o orificio de inoculacdo, aguardar a secagem do selante e borrifar &lcool 70° INPM antes
da retirada dos ovos inoculados da cabine de seguranca biolégica;
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e) Incubar os ovos inoculados a 37 £ 2°C por 4 a 7 dias, realizando-se ovoscopia diariamente.
Descartar ovos com embrides mortos nas primeiras 24 horas. Registrar o nimero de ovos mortos de
cada um dos in6culos em formularios proprios e armazena-los a temperatura de 2 a 8°C até o término
do teste, identificando-os com a data da ovoscopia,

f) Sacrificar os ovos viaveis no final do teste, submetendo-os a temperatura de refrigeracdo
overnight ou 1,5 h em ultrafreezer,

g) Coletar 1 a 2 mL do liquido alantoide dos ovos de cada in6culo em tubo de centrifugacéo,
centrifugando-se a 1000 g por 10 minutos;

h)  Verificar a atividade hemaglutinante do “pool” do liquido alantoide por meio da técnica de
hemaglutinagdo (HA) em microplaca;

i) Verter aproximadamente 5 mL do “pool” de cada material que apresentar reacao negativa na
hemaglutinagdo em frasco estéril contendo 1,5 mL de caldo BHI ou MEM contendo solugéo de
antibidticos 10X e identificar como 12 passagem;

)] Inocular o liquido alantoide referente a 12 passagem em, no minimo, 04 ovos embrionados SPF
para realizacdo da segunda passagem;

k) Ao final da segunda passagem, se 0s ovos ainda apresentarem-se NEGATIVOs na técnica de
HA, preparar um “pool” de cada material e encaminha-lo para realizacdo de RT-PCR ou RT-gPCR a
fim de confirmar a negatividade do mesmo;

)i Caso o material seja POSITIVO no RT-PCR ou RT-gPCR, nova passagem pode ser realizada
a fim de aumentar o titulo viral;

m) Se o “pool” do material apresentar reagado positiva no teste de HA em qualquer uma das
passagens, o liquido alantoide dos ovos deve ser coletado, centrifugado a 1000 g por 10 minutos e
dividido em duas aliquotas, uma com e outra sem caldo BHI ou MEM contendo soluc¢éo de antibidticos
10X.

n)  Utilizar a aliqguota sem antibiéticos nas provas de identificacdo viral (HI) e caracterizacao viral
através do indice de patogenicidade intravenosa (IVPI).

3.5.6. Critérios de aceitacdo do ensaio

a) O teste sera valido se:

l. Os ovos destinados ao controle do meio ndo apresentarem mortalidade e atividade
hemaglutinante;

Il. Os ovos SPF ndo inoculados, destinados ao controle, ndo apresentarem mortalidade e
atividade hemaglutinante;

[l O controle de esterilidade dos inéculos for NEGATIVO.

3.5.7. Interpretagdo dos resultados

a) O material sera considerado POSITIVO no isolamento viral quando houver deteccdo de
atividade hemaglutinante no liquido alantoide dos ovos inoculados;

b) O material sera considerado NEGATIVO quando, apés duas passagens consecutivas em ovos
embrionados SPF, ndo houver deteccédo de atividade hemaglutinante e deteccdo do RNA viral por RT-
PCR ou RT-gPCR.

3.5.8. Emisséao dos resultados

a) Os resultados deverao ser emitidos em documento denominado “Relatério de Ensaio” e
expressos como “POSITIVO” ou “NEGATIVO”;
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b) Expressar a quantidade de aliquotas positivas ou negativas dentre o total de aliquotas
analisadas.

3.5.9. Descarte de Amostras e residuos

a) Antes da realizacdo do descarte de amostras e produtos de ensaio dever&o ser observados 0s
prazos minimos estabelecidos no item 3.5.10;

b)  Todo material utilizado na realiza¢do do ensaio deve ser imerso em cuba com solucdo de acido
citrico 0,2%, hipoclorito de sddio 0,5% ou solugdo para descontaminagdo similar, por no minimo de 1
hora;

c) ApOs este periodo, todo o material utilizado na realizagdo do ensaio deve ser submetido ao
processo de autoclavacdo apropriado. A efetividade da esterilizacdo deve estar comprovada em
procedimentos préprios do laboratério e devem ser utilizados controles fisicos, quimicos e biolégicos
para o0 monitoramento do processo;

d) O laboratério deve assegurar a biosseguranga dos residuos gerados, e seguir as legislagtes
ambientais vigentes durante todo o processo do descarte.

3.5.10. Retencdo de itens de ensaio

a) Liquido alantoide

Todas as aliquotas (passagens) das amostras que resultarem positivas no isolamento viral e/ou no
RT-PCR ou RT-gPCR deverao ser mantidas pelo laboratério e armazenadas a -80°C ou temperaturas
inferiores por tempo indeterminado. As aliquotas armazenadas, assim como suas quantidades, devem
ser registradas em formulario proprio para fins de inventério.

Aliguotas negativas podem ser descartadas apés a concluséo das analises.

3.6. Inibicdo da hemaglutinacéo para identificagéo viral (HI)
3.6.1. Materiais

a) Luvas para procedimentos;

b)  Algodao hidrdfilo;

c) Ponteiras descartaveis;

d) Pipetasde5, 10 e 20 mL;

e) Microplacas em poliestireno de 96 orificios com fundo em “V” ou em “U”;
f) Tubos de centrifuga com tampa rosqueavel;
g) Reservatérios para pipetagem de liquidos;
h)  Papel absorvente;

i) Cuba de plastico autoclavavel;

) Filme adesivo para microplacas;

k)  Caneta para escrita em plastico/vidro.

3.6.2. Equipamentos e instrumentos
a) Cabine de seguranca biologica, classe Il A2;

b) Refrigerador;
c)  Micropipetas monocanal e multicanal de volumes regulaveis;
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d) Pipetador automatico ou bulbo de seguranca;
e) Agitador tipo vortex;
f) Autoclave.

3.6.3. Insumos

a) Liquido alantoide coletado dos ovos referentes ao material com atividade hemaglutinante
verificado anteriormente;

b)  Soros controles de referéncia para os 16 subtipos do virus influenza A (H1 ao H16);

c) Antigenos inativados de referéncia para os 16 subtipos do virus influenza A (H1 a H16).

3.6.4. Solucbes

a) Suspensdao de heméacias de Gallus gallus, preferencialmente machos, SPF ou SAN a 1%;

b)  Solugédo de PBS pH 7,2 £ 0,2 ou solucéo salina 0,85% a 0,90%;

c) Solucéo de PBS com 0,4% BSA-AS;

d) Solucao de alcool 70° INPM,;

e) Desinfetante hospitalar a base de monopersulfato de potassio concentrado, hipoclorito de sodio
2-2,5% ou outro produto com agao virucida.

3.6.5. Realizacdo do ensaio
3.6.5.1. Determinacao do titulo do antigeno em unidades hemaglutinantes (UHA)

a) Realizar atitulagdo do liquido alantoide infectado, coletado dos ovos referentes ao material com
atividade hemaglutinante;
b) Para realizagdo da prova de HI para identificagéo viral, € necesséario que o antigeno (liquido
alantoide infectado) esteja com quatro unidades hemaglutinantes (UHA) em 25 pL;
c) Para obtencdo dessas quatro UHA, diluir o antigeno em solucao de PBS com 0,4% BSA-AS,
conforme o0 exemplo a seguir:
l. Titulo no HA = 28 (256 UHA), sendo que o titulo é a maior diluicdo do antigeno capaz de produzir
aglutinagéo completa (“endpoint”) e equivale a uma UHA. Portanto, encontraremos quatro UHA
dividindo o valor do “endpoint” por quatro. Exemplo: 256 + 4 = 64;

d) De acordo com o exemplo acima, diluir o antigeno a 1:64 (1 mL de antigeno para 63 mL de
solucéo de PBS com 0,4% BSA-AS, ou dividir esta proporc¢ao por 10, utilizando-se 100 pL de antigeno
para 6,3 mL de PBS com 0,4% BSA-AS) para se obter as quatro UHA;

e) Fazer outras duas diluicdes do antigeno para se ter uma margem de seguranca maior. Nesse
caso, preparar duas novas diluicdes contendo, respectivamente, 50% a mais e 50% a menos do
volume inicial de antigeno utilizado no preparo da primeira diluig&o;

f) Ap6s o preparo das diluicBes, realizar uma nova titulacao (retrotitulacao) a fim de determinar
em qual das trés diluicdes encontram-se as quatro UHA. Essa €, entéo, a diluicdo a ser empregada
como antigeno na prova de HI. Registrar em formulario proprio.

3.6.5.2. Descricao da técnica de Hi
a) O controle da reacédo de inibicdo da hemaglutinacédo sera feito pela utilizacdo de antigenos
inativados de referéncia para os 16 subtipos do virus influenza A (H1 a H16) e seus respectivos

antissoros;
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b) Dispensar 25 pL de PBS pH 7,2 + 0,2 ou solucao salina 0,85% a 0,90% em cada orificio da
microplaca a ser utilizada;

c¢) Colocar, com auxilio de micropipeta monocanal, 25 uL de cada antissoro de referéncia no
primeiro orificio de cada fileira da placa, reservando-se as colunas 9, 10 e 11 para o controle POSITIVO
e a Ultima coluna para o controle das hemacias (FIGURA 4 e FIGURA 5);

d) Realizar diluicdes seriadas na base 2 com micropipeta multicanal, e para isso:

l. Aspirar 25 pL do primeiro orificio da linha (p.e., orificio Al);

Il. Dispensar os 25 pL no segundo orificio da mesma linha (p.e., A2);

lll.  Homogeneizar trés vezes com auxilio da micropipeta;

IV.  Aspirar 25 pL e dispensar no proximo orificio da mesma linha (p.e., A3);

e) Repetir os passos “c” e “d” por quatro vezes (p.e. até A8);

f) Dispensar 25 uL de cada antissoro de referéncia na coluna 9 (p.e. até A9) e realizar a diluicdo
na base 2 até a coluna 11 (p.e. até All);

g) Dispensar 25 uL de antigeno de referéncia (com 4 UHA) homdlogo para cada antissoro de
referéncia nos orificios das colunas 9, 10 e 11;

h)  Adicionar 25 pL do antigeno/virus com quatro UHA em cada orificio da microplaca até a coluna
8 e homogeneizar suavemente;

i) Cobrir a microplaca com adesivo para evitar evaporagéo e incubar por 30 minutos a 22°C + 2°C
ou por 1 hora a 4°C;

)] Adicionar, em cada orificio, 25 uL de suspensao de hemacias de galinha a 1% (completamente
suspendida) e homogeneizar suavemente;

k)  Incubar a microplaca por 30 minutos a 22°C + 2°C ou por 1 hora a 4°C;

)i Realizar a leitura da placa inclinando-a e observando a presenga ou auséncia de “lagrima”
escorrendo e registrar os resultados em formulario préprio.

FIGURA 4. Disposicao dos antissoros hemaglutinantes para subtipos IA e do controle de hemacias
(HE) na microplaca para realizagdo do teste de HI para identificagdo viral. As colunas 9, 10 e 11 sé&o
dedicadas aos controles “POSITIVOS” de cada subtipo viral.

1 2 3 4 5 6 7 8 o 0 U 1
H1 HE
H2 HE
H3 HE
H4 HE
H5 HE
H6 HE
H7 HE
H8 HE

Fonte: LFDA-SP
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FIGURA 5. Disposicdo dos antissoros hemaglutinantes para subtipos IA e do controle de hemacias
(HE) na microplaca para realizacdo do teste de HI para identificagdo viral. As colunas 9, 10 e 11 s&o
dedicadas aos controles “POSITIVOS” de cada subtipo viral.

1 2 3 4 5 & 7 8 2 10 1 4
A H9 HE
B H10 HE
C H11 HE
D | H12 HE
E H13 HE
F H14 HE
G H15 HE
H H16 HE

Fonte: LFDA-SP

3.6.6.Critérios de aceitacao do Ensaio

a) O teste sera valido se:

l. O virus a ser identificado possuir, pelo menos, 4 UHA (determinado pelo ensaio de
hemaglutinacéo);

II. O controle de hemacias nao apresentar aglutinagao (apresentar “lagrima” escorrendo);

[ll.  Os antissoros de referéncia para cada subtipo do virus influenza A inibirem a hemaglutinagéo
dos respectivos antigenos.

3.6.7. Interpretagdo dos resultados

a) Os pocgos com presencga de “lagrima” séo registrados como “+” (POSITIVO para HI); pogos com
auséncia de “lagrima”, isso € com completa hemaglutinagdo, sao registrados como “-” (NEGATIVO
para HI); pogos com formacgao de “lagrima” incompleta sao registrados como “I” (HI incompleto);

b)  Os pocos com inibicdo completa devem formar uma "lagrima” na mesma taxa de velocidade
dos pogos de controle POSITIVO. Os pogos que apresentam “lagrima" com escoamento retardado em
comparagéo com o controle POSITIVO devem ser interpretados como incompleto;

c) O titulo de HI é dado como a maior diluicdo do soro capaz de causar inibicdo completa das
guatro UHA do virus em teste. Considerar somente as cavidades que apresentarem botéo de hemacias
igual ao das cavidades controle, anotando no formulario proéprio;

d) O material sera considerado POSITIVO quando a sua atividade hemaglutinante for inibida por
antissoro especifico para um determinado subtipo do virus influenza A.

3.6.8. Emissao dos resultados
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a) Os resultados deverdo ser emitidos em documento denominado “Relatério de Ensaio” e
expressos como POSITIVO para virus influenza A subtipo (especificar o subtipo)” ou “NEGATIVO para
virus influenza A”;

b) Indicar a aliquota que apresentou positividade.

3.6.9. Descarte das amostras e residuos

a) Antes da realizacdo do descarte de amostras e produtos de ensaio deverado ser observados os
prazos minimos estabelecidos no item 3.6.10.

b) Os materiais descartados devem ser separados adequadamente entre residuos quimicos e
biol6gicos;

c) Todo material utilizado na realizagédo do ensaio deve ser imerso em cuba com solucdo de acido
citrico 0,2%, hipoclorito de sodio 0,5% ou solugéo para descontaminacao similar, por no minimo de 1
hora;

d) Apés este periodo, todo o residuo biolégico do ensaio deve ser submetido ao processo de
autoclavacdo apropriado. A efetividade da esterilizacdo deve estar comprovada em procedimentos
proprios do laboratério e devem ser utilizados controles fisicos, quimicos e biol6gicos para o
monitoramento do processo;

e) O laboratério deve assegurar a biosseguranca dos residuos gerados, e seguir as legislacdes
ambientais vigentes durante todo o processo do descarte.

3.6.10. Retencdo de itens de ensaio

a) Liquido alantoide

Todas as aliquotas (passagens) das amostras que resultarem positivas no isolamento viral e/ou no
RT-PCR ou RT-gPCR deverao ser mantidas pelo laboratério e armazenadas a -80°C ou temperaturas
inferiores por tempo indeterminado. As aliquotas armazenadas, assim como suas quantidades, devem
ser registradas em formulario proprio para fins de inventério.

Aliguotas negativas podem ser descartadas apés a concluséo das analises.

3.7. indice de patogenicidade intravenosa (IVPI)
3.7.1.Materiais

a) Luvas para procedimentos;

b)  Seringas descartaveis de 1 mL, com precisdo de 0,1 mL com agulhas de 27 G 2" ou similares;
c) Pipetas de 5mL;

d) Frascos de vidro de 5 mL com tampas perfuraveis;

e) Algodao hidrdfilo;

f) Gaze;

g) Papel absorvente;

h)  Cubas autoclavaveis.

3.7.2. Equipamentos e instrumentos

a) Cabine de seguranca biologica classe Il A2;
b) Isolador para aves;
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c) Estufa;
d) Autoclave.

3.7.3. Insumos

a) Aves Gallus gallus SPF de 6 semanas de idade;

b) Placas de agar sangue ou agar BHI;

c) Liquido alantoide infectado (antigeno), com titulo em HA = 24 (16);

d)  Anestésicos (cloridrato de quetamina e de xilasina);

e) Desinfetante hospitalar a base de monopersulfato de potassio concentrado, hipoclorito de sodio
2-2,5% ou outro produto com acéo virucida.

3.7.4. Solucgdes

a)  Solucdo de PBS pH 7.2 £+ 0,2 estéril ou solucdo salina isotdnica;
b)  Solucédo de &lcool 70° INPM.

3.7.5. Realizacdo do ensaio

a)  Diluir o liquido alantoide a 1:10 em solu¢do de PBS pH 7.2 + 0,2, ou solugdo salina isotonica.
Por exemplo: 0,5 em 4,5 mL de PBS;

b) Inocular por via intravenosa, no interior do isolador, 10 aves de 6 semanas de idade com 0,1
mL do liquido alantoide diluido;

c) Utilizar mais 4 aves como controle do teste, sendo que duas serdo inoculadas por via
intravenosa com 0,1 mL de PBS e as outras duas nao serao inoculadas;

d) Semear o in6culo utilizado em caldo BHI e/ou placa de &4gar sangue ou agar BHI e incubar a
37°C por 48 horas (agar sangue) ou 24 horas (BHI);

e) Realizar leituras diarias das aves, por um periodo de 10 dias, registrando-se o nimero de aves
saudaveis, doentes, paraliticas e mortas em formulario préprio;

f) Caso seja verificada contaminacdo do in6culo no decorrer do periodo de teste, 0 mesmo sera
invalidado. Filtrar e/ou tratar o antigeno (material POSITIVO para influenza A) com antibioticos e
realizar nova inoculacdo em aves.

3.7.6. Critérios de aceitacdo do ensaio

a) O teste sera valido se:

l. As aves inoculadas com PBS se mantiverem saudaveis;

Il As aves nao inoculadas se mantiverem saudaveis;

lll.  Nao houver crescimento microbiano no caldo ou placa utilizados para o controle de esterilidade
do ind6culo.

3.7.7. Interpretagao dos resultados

a)  Somar, ao final do teste, o nimero de aves saudaveis, doentes, paraliticas e mortas e multiplicar
pela seguinte pontuagéo:

l. 0 = aves saudaveis;

Il. 1 = aves doentes;

[ll. 2 =aves paraliticas;

IV. 3 =aves mortas.
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b) A seguir, somar todos os pontos e dividir por 100 (pois sdo 100 observacdes: 10 aves
observadas por 10 dias) para obtencdo do IVPI. Serdo considerados de alta patogenicidade aqueles
isolados de virus da influenza aviaria com IVPI = 1,2. Isolados com IVPI < 1,2 serdao considerados
como de baixa patogenicidade.

3.7.8. Emisséao dos resultados

a) Os resultados deverdo ser emitidos em documento denominado “Relatério de Ensaio” e
expressos como “virus da influenza aviaria de alta patogenicidade” ou “virus da influenza aviaria de
baixa patogenicidade”;

b) Indicar o valor do IVPI nos resultados.

3.7.9. Descarte das amostras e residuos

a) Apos a finalizacdo do teste, as aves sobreviventes devem ser eutanasiadas dentro das
unidades isoladoras, mediante anestesia prévia;

b) Os materiais descartados devem ser separados adequadamente entre residuos quimicos e
biolégicos;

c) ApoOs este periodo, todo o material utilizado na realizagdo do ensaio deve ser submetido aos
processos de desinfeccdo e autoclavacdo apropriados. A efetividade da esterilizacdo deve estar
comprovada em procedimentos préprios do laboratério e devem ser utilizados controles fisicos,
qguimicos e biolégicos para 0 monitoramento do processo;

d) O laboratério deve assegurar a biosseguranga dos residuos gerados, e seguir as legislacdes
ambientais vigentes durante todo o processo do descarte.

3.7.10. Retencdo de Itens de ensaio

Nao se aplica.

3.8. Extracao de &cidos nucleicos para ensaios moleculares
3.8.1. Materiais

a) Luvas de procedimento nitrilica ou de latex isentas de po;

b)  Micropipetas com volumes variados e ponteiras com filtro, estéreis, livres de DNAses e
RNAses, para volumes variados;

c) Gaze ou papel toalha.

3.8.2. Equipamentos e instrumentos

a) Cabine de seguranga biologica com filtro HEPA classe Il ou estacdo de trabalho para PCR
(Workstation PCR) com luz UV germicida;

b)  Equipamento para extracdo automatizada de acidos nucleicos (opcional);

c) Vortex;

d) Ultrafreezer;

e) Freezer;

f) Geladeira;

g) Autoclave.
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3.8.3.Insumos

a) Agua livre de nucleases;

b)  Controle POSITIVO para Influenza Aviaria;
c) Kit para extracdo de RNA,;

d) Controle interno de extracao.

3.8.4. Solucbes

a) Solucao de alcool 70° INPM,;
b)  Solugédo descontaminante de DNA e DNAses;
c) Solucao de hipoclorito de sédio 0,5%.

3.8.5. Realizacdo do ensaio
3.8.5.1. Extracado de &cidos nucleicos

a) Realizar a extragdo de acidos nucleicos das amostras, de forma automatizada ou manual,
através de kits de extracdo de RNA especificos para o tipo de material a ser analisado, seguindo as
recomendacdes do fabricante;

b)  Adicionar a cada procedimento de extracdo: controle NEGATIVO de extragdo (meio de cultura
MEM ou BHI contendo ou ndo suabes de aves SPF) e controle interno de extracao;

c) O laboratorio pode optar pelo uso de outro método de extracdo que n&o use kit, desde que
apresente verificacdo de desempenho comprovada pelo proprio laboratério.

3.8.6. Descarte das amostras e residuos

a) Antes da realizacdo do descarte de amostras e produtos de ensaio dever&o ser observados 0s
prazos minimos estabelecidos no item 3.8.7;

b) Os materiais descartados devem ser separados adequadamente entre residuos quimicos e
biolégicos;

c) ApOs este periodo, todo o residuo bioldgico do ensaio deve ser submetido ao processo de
autoclavacéo apropriado. A efetividade da esterilizagdo deve estar comprovada em procedimentos
proprios do laboratério e devem ser utilizados controles fisicos, quimicos e biol6gicos para o
monitoramento do processo;

d) O laboratério deve assegurar a biosseguranca dos residuos gerados, e seguir as legislagcbes
ambientais vigentes durante todo o processo do descarte.

3.8.7. Retencéo de itens de ensaio
a)  Produtos de Biologia Molecular “POSITIVOS”
l. Amostras positivas ao RT-gPCR para deteccéo de influenza A deverdo ser encaminhadas ao

LFDA-SP para confirmacao dos resultados;
[I.  Amostras negativas poderao ser descartadas 30 dias apds a emissao do Relatério de Ensaio.

3.9. Técnica de RT-gPCR para detecc¢do de influenza A
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3.9.1.Disposicdes gerais

a)

O laboratério pode optar por realizar a técnica de PCR em tempo real com um kit comercial ou

protocolo in house. Ambos necessitam de comprovacdo de desempenho.

3.9.2. Materiais

a)
b)
c)
d)
€)
f)
9)

Luvas de procedimento nitrilicas ou de latex isentas de po;
Microtubos de volumes variados ou microplacas;

Microplacas ou microtubos para leitura 6ptica de RT-qPCR,;
Tampas adesivas para microplacas para leitura éptica de RT-qPCR;
Ponteiras com filtro, estéreis, livres de DNAses e RNAses;

Estantes para microtubos;

Gaze ou papel toalha.

3.9.3. Equipamentos e instrumentos

a)

b)
c)
d)
e)
f)

g)
h)
)

Cabine de seguranca biologica com filtro HEPA classe Il ou estagdo de trabalho para PCR
(Workstation PCR) com luz UV germicida;

Geladeira;

Freezer;

Micropipetas mono e multicanais de volumes regulaveis;

Termociclador para PCR em tempo real;

Centrifuga refrigerada com rotores para microtubos;

Agitador de microtubos;

Microcomputador;

Equipamento para extracdo automatizada de acidos nucleicos (opcional).

3.9.4. Insumos

a)
b)
c)
d)

Agua livre de nucleases;

Controle POSITIVO para influenza A;

Kit comercial para detecgéo de influenza A por RT-gPCR em um Unico passo; ou

Iniciadores (primers) e sondas especificos para a deteccao do virus influenza A (sugestéo de

iniciadores apresentada no Quadro 1).
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QUADRO 1: Sugestéo de oligonucleotideos para deteccado do virus influenza A por PCR em tempo
real.

Alvo Primer forward Primer reverse Sondas Referéncia
M+25 5 AGA TGA , M+64 5 FAM - TCA

GeneM | GTC TTC TAA CCG M'lf.ié’ AT A(%BCTA(‘:A.‘FACA}A(‘BCB',A‘TC GGC CCC CTC AAA Sp‘;%ko“;a”’
AGG TCG 3’ GCC GA - BHQ1 3’

3.9.5.Solucbes

a) Solucgéo de alcool 70° INPM;
b)  Solugédo descontaminante de DNA e DNAses;
c)  Solugéo de hipoclorito de sddio 0,5%.

3.9.6.Realizacéo do ensaio

3.9.6.1. Reacao de amplificacéo de acido nucleico por RT-gPCR

a) Realizar o ensaio em duas areas separadas: uma para o preparo do mix de reacdo (sala de
pré-PCR) isenta de material genético e amplicons, e outra para a transferéncia de RNA para placa ou
microtubos (sala de PCR);

b) Antes e apGs o preparo do mix de reacdo, descontaminar a cabine e os materiais a serem
utilizados com solucao descontaminante (para DNA, RNA, proteinas e nucleases) e/ou alcool 70°
INPM;

c) As micropipetas utilizadas para o preparo do mix de reacéo e adicdo das amostras devem ser
exclusivas para tais finalidades.

3.9.6.2. Preparo do mix de reacao

a) Preparar o mix de reacdo de acordo com protocolos validados e especificos para o agente
pesquisado, em quantidade suficiente para o nUmero de amostras a serem testadas, considerando
algumas a mais;

b)  Apés o preparo do mix, adicionar o0 RNA nos pogos da placa ou em microtubos para leitura
Optica;

c) A adicdo de RNA e das amostras controle deve ser realizada em uma area distinta do preparo
do mix (sala de PCR);

d) Devem ser incluidos nas andlises:

l. Controle POSITIVO para influenza A;

. Controle NAO DETECTADO da extragao;

[ll.  Branco (agua livre de nucleases);

IV. Controle DETECTADO e NAO DETECTADO do kit utilizado (se houver).

3.9.6.3. Reacéo de RT-gPCR
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a) Selar a placa com adesivo 6ptico ou fechar a tampa dos microtubos. Verificar se ha bolhas no
fundo do poco e/ou goticulas na parede dos pocos da placa ou tubo. Caso isto ocorra, centrifugar
brevemente para reduzir as bolhas e para que o conteldo se posicione na parte inferior da placa ou
tubo;

b) Iniciar e entrar com os dados no software do termociclador (identificacdo das amostras e selecdo
dos fluoréforos), conforme especificacbes do fabricante;

c) Inserir a placa ou os tubos no termociclador, salvar o arquivo e iniciar a corrida;

d) Ao finalizar, salvar os dados e interpretar os resultados.

3.9.7. Critérios de aceitacdo do ensaio

a) Paraavalidacdo do ensaio, o controle POSITIVO do kit e o controle interno devem apresentar
uma curva sigmoide (em forma de S) e um Ct satisfatdrio (conforme especificacdes do fabricante);

b) O controle NEGATIVO deve ter Ct indeterminado ou maior que o limite do kit. O gréafico do
controle NEGATIVO deve apresentar tracos de fluorescéncia na linha de base durante todo o ensaio.
Esses tracos ndo devem apresentar curva sigmoide ou um aumento gradual na fluorescéncia.

3.9.8. Interpretagdo dos resultados

a) Ao analisar os resultados da corrida, o operador deve avaliar 0os seguintes componentes:
controle POSITIVO, controle NEGATIVO, controle da extracdo, background de fluorescéncia e graficos
de amplificacdo de cada amostra individualmente. Apdés a validacdo do ensaio, interpretar os
resultados conforme especifica¢cdes do fabricante;

b)  Qualquer amostra questionavel devera ser retestada.

3.9.9. Emissao dos resultados

a) Os resultados deverdo ser emitidos em documento denominado “Relatério de Ensaio” e
expressos como POSITIVO ou “NEGATIVO”, ou de acordo com o preconizado pelo fabricante;

b) Expressar a quantidade de aliquotas positivas ou negativas dentre o total de aliquotas
analisadas.

NOTA: Os RT-gPCR subtipo-especificos serdo realizados exclusivamente no laboratério de
referéncia de acordo com os protocolos vigentes.

3.9.10. Descarte das amostras e residuos

a) Antes da realizacdo do descarte de amostras e produtos de ensaio deverao ser observados 0s
prazos minimos estabelecidos no item 3.9.11;

b) Todo o material utilizado na realizacdo do ensaio deve ser submetido aos processos de
desinfeccé@o e autoclavagcdo apropriados. A efetividade da esterilizacdo deve estar comprovada em
procedimentos proprios do laboratério e devem ser utilizados controles fisicos, quimicos e bioldgicos
para o monitoramento do processo;

c) Os materiais descartados devem ser separados adequadamente entre residuos quimicos e
biolégicos;

d) O laboratério deve assegurar a biosseguranca dos residuos gerados, e seguir as legislacdes
ambientais vigentes durante todo o processo do descarte.
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3.9.11. Retencdo de Itens de ensaio

a) Produtos de Biologia Molecular “POSITIVOS”:

l. Amostras positivas ao RT-gPCR para deteccéo de influenza A deverdo ser encaminhadas ao
LFDA-SP para confirmacao dos resultados;

II.  Amostras negativas poderdo ser descartadas 30 dias ap6s a emisséo do Relatério de Ensaio.
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CAPITULO 2.1.4
DOENCA DE NEWCASTLE - DNC

1. Amostras
Sao consideradas amostras para o diagnéstico da doenca de Newcastle:

1.1. Deteccao da Resposta Imune

a)  Soro sanguineo.

1.2. Identificacdo do Agente

a) Aves Vivas

l. Suabe de Cloaca;

II.  Suabe de Traqueia;

lll.  Suabe de fundo de caixa;
IV. Fezes frescas.

b) Aves Mortas*, sacrificadas e ovos com embrides mortos
l. Pulmao;

II.  Traqueia;

[ll. Cérebro;

IV. Cerebelo;

V. Intestino delgado com pancreas;

VI. Ceco com tonsilas cecais.

*Somente serdo recebidas Aves mortas decorrentes de colheitas realizadas pelo VIGIAGRO

c) Liquido Alantoide

2. Recebimento das Amostras
2.1. Disposic¢des Gerais

2.1.1. Para atendimento aos Programas e Controles Oficiais do MAPA os Laboratorios
credenciados somente receberdo as amostras previstas na legislacdo em vigor para as
finalidades e ensaios previstos no seu escopo de credenciamento;

2.1.2. Deverdo ser obedecidos os critérios estabelecidos no capitulo de verificacdo de
conformidade de amostras.

3. Técnicas de Diagndstico
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3.1. Disposic¢des Gerais

3.1.1. Somente poderdo ser utilizados insumos de diagnéstico que tenham registro no MAPA,
segundo legislagdo em vigor;

3.1.2 Todos os insumos utilizados na analise devem ser controlados e previamente testados
e aprovados;

3.1.3. O laboratério devera realizar os ensaios obedecendo as temperaturas preconizadas pelo
fabricante dos insumos:

a) Quando essa informacdo ndo constar na bula o laboratorio devera consultar o fabricante,
mesmo que a indicacdo seja de realizacdo a temperatura ambiente;

b) Quando néo informado pelo fabricante, serdo considerados como temperatura ambiente,
valores de temperatura entre 18 a 25°C.

3.1.4 Antes da utilizacdo dos insumos, realizar a avaliagdo de todos os parametros referentes aos
lotes e valores de ponto de corte dos critérios interpretagcéo dos resultados;

3.1.5 O laboratério deve estabelecer um meio de avaliacdo apropriado para todos 0s insumos
utilizados nos ensaios;

3.1.6. Devem ser retidos os registros dos controles dos ensaios realizados, devendo ser
registrada data e responsavel de todas as etapas realizadas para cada amostra analisada;

3.1.7. Os resultados encontrados para cada amostra e controles, dados dos insumos
utilizados e outras informacgdes pertinentes devem ser registrados em formularios proprios do
laboratério.

3.2. Ensaio imunoenzimatico (ELISA)
3.2.1. Materiais

a) Luvas para procedimentos;

b)  Pipetas de vidro graduadas ou descartaveis;
c) Provetas graduadas;

d) Béqueres;

e) Erlenmeyers;

f) Ponteiras descartaveis;

g) Reservatério para solucdes (cubetas);

h)  Reservatorios para solucdes (cubetas);

i) Papel absorvente;

i) Selador ou tampa para placas de ELISA;

k)  Caneta para identificacdo de vidraria;

) Cubas para descarte de materiais resistente a autoclavacao.

3.2.2. Equipamentos e instrumentos
a) Geladeira;
b) Freezer -20°C;

c) Estufa;
d) Termbmetros;
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e) Micropipetas monocanal e multicanal de volumes regulaveis;
f) Pipetador automatico ou manual,

g) Leitora de ELISA;

h)  Cronbémetros;

i) Agitador de tubos tipo vértex (opcional);

) Agitador de microplacas (opcional);

k) Lavadora de microplacas (opcional);

1 Autoclave.

3.2.3. Insumos
a) Kits de ELISA para a detec¢éo de anticorpos para o virus da doenca de Newcastle.
3.2.4. Solugbes

a) No preparo das solugBes devem ser utilizados somente os reagentes fornecidos pelo fabricante,
ou aqueles por ele indicados;

b) Conjugados, substratos e solugdo de parada deverdo ser utilizados obedecendo-se as
condigbes do fabricante;

c) No preparo da solucéo de lavagem deve-se assegurar que nao existem cristais precipitados na
solucao;

d) Diluir as solu¢des utilizando agua ultrapura ou destilada conforme instru¢des do fabricante e
homogeneizar bem.

3.2.5. Realizacédo do ensaio

a) Para realizagdo dos ensaios de ELISA devem ser consideradas as orientagdes do fabricante
do kit de diagnostico utilizado. Atentar para ocorréncia de atualizagdo na bula do kit, principalmente
em mudangas de lote;

b) A ordem de execucgdo das etapas do ensaio, duragdo, volumes utilizados e temperatura de
incubacéo variam de acordo com fabricante do kit utilizado;

c) Homogeneizar gentiimente todos reagentes e amostras antes do uso;

d)  Utilizar ponteiras distintas para cada controle e amostra de soro;

e) Homogeneizar as placas tocando-as na lateral ou utilizando um agitador de placas;

f) Nas etapas de incubacéo, as placas devem ser seladas para se evitar evaporacao;

g) As placas devem ser lavadas com a solucgéo indicada pelo kit. Apés a ultima lavagem remover
residuos em um material absorvente (papel toalha ou toalha). Deixar as placas secas 0 minimo de
tempo possivel entre a lavagem e adicdo do proximo reagente;

h)  Decorridas todas as etapas do teste, realizar a leitura da absorbancia na leitora de ELISA
utilizando filtro com comprimento de onda indicado nas instru¢des do fabricante.

3.2.6. Critérios de aceitacdo do ensaio
a) O resultado do ensaio sera considerado vélido somente se as DOs dos soros controles e 0s

demais parametros calculados a partir delas estiverem dentro dos limites aceitaveis e determinados
pelo fabricante. Caso contrario, o ensaio deve ser repetido.

3.2.7.Interpretacdo dos resultados
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a) De acordo com as DOs obtidas, consideram-se as amostras como POSITIVAS ou NEGATIVAS
ou de acordo com o preconizado com o fabricante do insumo (kit de diagndstico).

b) Amostras com DO entre os dois pontos de corte estabelecidos serdo consideradas
inconclusivas e deverdo ser novamente ensaiadas.

3.2.8.Emisséo de resultados
a) Os resultados deverao ser emitidos em documento denominado “Relatério de Ensaio” e
expresso como POSITIVO ou NEGATIVO ou de acordo com o preconizado com o fabricante
do insumo (kit de diagndstico).

b) Expressar a quantidade de aliquotas positivas dentre o total de analisadas.

3.2.9. Descarte das amostras e residuos

a) Antes da realizacdo do descarte de amostras e produtos de ensaio deveréo ser observados os
prazos minimos estabelecidos no item 3.2.10;

b) Os materiais descartados devem ser separados adequadamente entre residuos quimicos e
bioldgicos;

c) Todo o residuo biolégico do ensaio deve ser submetido aos processos de desinfeccdo e
autoclavacéo apropriados. A efetividade da esterilizagdo deve estar comprovada em procedimentos
proprios do laboratério e devem ser utilizados controles fisicos, quimicos e biolégicos para o
monitoramento do processo;

d) O laboratério deve assegurar a biosseguranca dos residuos gerados, e seguir as legislacdes
ambientais vigentes durante todo o processo do descarte.

3.2.10. Retencdo de itens de ensaio

a) Soro sanguineo

Poderdo ser descartados 30 dias apdés a emissdo do Relatério de Ensaio, registrando-se em
formularios préprios e conferidas antes do descarte.

3.3. Inibicdo da hemaglutinacdo para deteccdo de anticorpos para o virus da doenca de
Newcastle

3.3.1. Materiais

a) Luvas para procedimentos;

b) Ponteiras descartaveis;

c) Pipetasde5, 10 e 20 mL;

d) Reservatoérios para pipetagem de liquidos;
e) Ponteiras descartaveis;

f) Microtubos;

g) Microplacas com fundo em “V” ou em “U”;
h) Papel absorvente;

i) Filme adesivo ou tampa para microplacas;
) Canetas para escrita em plastico/vidro.
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3.3.2.Equipamentos e instrumentos

a)
b)
c)

Refrigerador;

Freezer -20 °C;

Micropipetas monocanal e multicanal de volumes regulaveis;
Pipetador automatico ou bulbo de seguranca;

Autoclave;

Balanga analitica ou semi-analitica;

Microcentrifuga;

Autoclave.

3.3.3.Insumos

a)
b)
c)

Soro de referéncia para APMV-1;
Antigeno inativado para APMV-1;
Soro NEGATIVO para APMV-1.

3.3.4.Solugbes

a)
b)
c)
d)

Suspensao de hemacias de Gallus gallus (preferencialmente machos) SPF ou SAN a 1%;
Suspensao de hemacias de Gallus gallus (preferencialmente machos) SPF ou SAN a 10%;
Solucéo de PBS, pH 7,2 = 0,2 ou solugéo salina 0,85% a 0,90%;

Solugéo de PBS com 0,4% BSA-AS;

3.3.5.Realizacdo dos ensaios

3.3.5.1. Preparo do antigeno — teste da hemaglutinacéo

a) Para realizacdo do ensaio de HI, é necessario que o antigeno padréo esteja com o titulo de

guatro unidades hemaglutinantes (UHA) em 25 pL;

b) Paraisso, o antigeno deve ser titulado da seguinte forma:

l. Adicione 25 pL de PBS ou solucéo salina a todos os po¢os de uma microplaca de fundo V;

[I.  Adicione 25 pL do antigeno no primeiro pogco e realize diluicbes seriadas na base 2,
transferindo-se 25 pl do poco inicial ao segundo orificio e assim, sucessivamente, até o ultimo
orificio da linha, descartando-se os 25 pl finais;

[ll.  Adicione 25 pL de suspensao de hemacias a 1%;

IV. Agite e placa dando leves batidinhas, cobrir a microplaca e incubar por 30 minutos a 22°C +
2°C ou por 1 hora a 4°C;

V. Ao final do periodo de incubacao, realizar a leitura da prova para determinacao do titulo do
antigeno em unidades hemaglutinantes (UHA). O titulo deve ser lido como a maior diluicdo em
que houve hemaglutinacdo completa;

VI. A partir dos resultados obtidos na etapa anterior, o antigeno deve ser diluido em PBS com 0,4%

BSA-AS de forma a se obter uma concentragdo de 4 UHA/25 ul. ApGs a diluigdo, o antigeno
deve ser novamente titulado a fim de se verificar se a diluicdo realizada realmente resulta em
4 UHA/25 pl.
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3.3.5.2. Preparo do soro de referéncia

a) Etapa facultativa: o antissoro pode ser diluido a fim de otimizar o uso deste reagente;

b)  Diluir o soro a um titulo entre 1:16 e 1:64 com solucdo de PBS (solucdo salina fosfatada
tamponada) pH 7.2 + 0.2 ou soluc¢éo salina 0,85%;

c) Determinar o titulo pelo ensaio de HI (inibicdo da hemaglutinagdo) com 4 UHA do antigeno
homaologo.

3.3.5.3. Preparo das amostras de soro
a) Verificar se as amostras de soro ndo apresentam hemaglutinacédo inespecifica, e para isso,
adicionar a um pogo de uma microplaca de fundo V ou U 25 uL de PBS ou solucéo salina, 25 uL da
amostra, e 25 L da suspensao de hemacia 1%;
b)  Agitar a placa levemente, cobrir a microplaca e incubar por 30 minutos a 22°C + 2°C ou por 1
hora a 4°C;
c) Realizar a leitura da placa inclinando-a. Se houver a presenca de “lagrima” escorrendo, indica
gue ndo houve autoaglutinagéo;
d) Realizar o tratamento prévio das amostras autoaglutinantes conforme protocolo a seguir:
l. Adicionar 100 pL de PBS pH 7.2 £ 0.2 ou solugéo salina 0,85% a um microtubo ou a um orificio
de uma microplaca;
. Adicionar 50 pyL da amostra de soro a ser tratada;
[ll.  Adicionar 50 puL de uma suspensao de hemacias a 10%;
IV. Homogeneizar a cada 10 minutos, durante 30 minutos, a fim de manter as hemacias em
suspensao;
V.  Centrifugar por 4 minutos a 4000 RPM,;

e) Utilizar o sobrenadante para realizacéo da técnica de Hl;
f) Considerar que a diluicao inicial da amostra € 1:4.

3.3.5.4. Técnica da inibicdo da hemaglutinacéo

a) Dispensar 25 pL de PBS ou solugao salina em cada orificio da microplaca a ser utilizado, com
excecao dos orificios de controle da hemacia que devem conter 50 pL;

b)  Colocar, com auxilio de micropipeta monocanal, 25 uL de cada amostra de soro a ser testada
no primeiro orificio de cada linha da placa (FIGURA 1);

¢) Realizar diluicbes seriadas na base 2 de cada amostra com micropipeta multicanal, sempre
homogeneizando varias vezes com a propria pipeta antes de passar para o préximo poco;

d) Diluir até o sexto pogo (p.e. até A6) para amostras de soro sem tratamento prévio ou diluicédo a
1:4; ou até o terceiro poco (p.e. até A3) para amostras previamente diluidas (1:4) (FIGURA 2);

e) Dispensar 25 pL de soro referéncia em uma das linhas preenchidas com PBS ou solugéo salina,
e realizar as diluicdes seriadas na base 2 da mesma forma que foi feito para as amostras. Para
amostras pré-diluidas, realizar a mesma diluicdo para o soro referéncia;

f) Dispensar 25 L de soro controle NEGATIVO em uma das linhas preenchidas com PBS ou
solucéo salina, realizar as diluicbes seriadas na base 2 da mesma forma que foi feito para as amostras;

g) Reservar os orificios da ultima linha para o controle das hemécias;

h)  Adicionar 25 pL do antigeno com quatro UHA em cada orificio da microplaca (exceto nos
orificios do controle das hemacias) e homogeneizar suavemente com leve batidinhas;

i) Cobrir a microplaca com adesivo ou tampa para evitar evaporacao e incubar por 30 minutos a
22°C £ 2°C ou por 1 hora a 4°C;
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)] Adicionar, em cada orificio, 25 pL de suspensao de hemacias de galinha a 1% e homogeneizar
suavemente com leves batidinhas;

k)  Incubar a microplaca por 30 minutos a 22°C + 2°C ou por 1 hora a 4°C;

) Realizar a leitura da placa inclinando-a e observando a presenga ou auséncia de “lagrima”
escorrendo.

FIGURA 1. Exemplo de marcacédo das placas de amostras nao diluidas para realizacdo do teste de
HI para detecc¢éo de anticorpos para o virus da doenga de Newcastle
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Legenda: (@) = controle de hemacias, C+= soro contrale positivo, C-= soro controle negativo
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Fonte: LFDA-SP
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FIGURA 2. Exemplo de marcacao das placas para amostras e soros referéncia pré-diluidos (1:4)
para realizacdo do teste de HI para deteccdo de anticorpos para o virus da doenca de Newcastle

Para amostras & soros pré-diluidos (1:4):
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Legenda: (&) = controle de hemacias, C+= S010 CONIOIE POSINIVO,  C-= 5010 CONMTole Negative

Fonte: LFDA-SP
3.3.6. Critérios de aceitagdo do ensaio

a) O teste seravalido se:

l. Os controles das amostras de soro ndo apresentarem hemaglutinacéo inespecifica;

II. O controle de hemacias nao apresentar aglutinagao (apresentar “lagrima” escorrendo);
[ll. O antigeno utilizado possuir quatro UHA (determinado pelo ensaio de hemaglutinacao);
IV. O controle NEGATIVO apresentar titulo inferior a 22 (1:4);

V. O controle POSITIVO apresentar titulo = 1:16;

b)  Anotar os resultados em formulario proprio;
c) Para as amostras pré-diluidas (1:4), as diluicdes na base 2 correspondem a dilui¢cdo 1:8, 1:16
e 1:32.

3.3.7.Interpretacéo dos resultados

a) Os pocos com inibicdo completa devem formar uma "lagrima" semelhante aquela observada
nos pogos de controle POSITIVO. Os pogos que apresentam “lagrima" com escoamento retardado em
comparagéo com o controle POSITIVO devem ser interpretados como incompleto;

b) O titulo de HI € a maior diluicdo do soro capaz de inibir completamente a hemaglutinagéo das
4 UHA do antigeno;

c) Sao consideradas POSITIVAS aquelas amostras que apresentarem titulo = 24 (1:16);

d) S&o consideradas NEGATIVAS as amostras que apresentarem titulo < 24(1:16).

3.3.8. Emisséao dos resultados

a) Os resultados deverdo ser emitidos em documento denominado “Relatério de Ensaio” e
expresso como POSITIVO ou “NEGATIVO?;
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b) Expressar a quantidade de amostras positivas ou negativas dentre o total de amostras
analisadas.

3.3.9. Descarte das amostras e residuos

a) Antes da realizacdo do descarte de amostras e produtos de ensaio deverdo ser observados os
prazos minimos estabelecidos no item 3.3.10;

b) Os materiais descartados devem ser separados adequadamente entre residuos quimicos e
biolégicos;

c) Todo o residuo biolégico do ensaio deve ser submetido ao processo de autoclavacdo
apropriado. A efetividade da esterilizacdo deve estar comprovada em procedimentos proprios do
laborat6rio e devem ser utilizados controles fisicos, quimicos e biolégicos para o monitoramento do
processo;

d) O laboratério deve assegurar a biosseguranga dos residuos gerados, e seguir as legislagtes
ambientais vigentes durante todo o processo do descarte.

3.3.10. Retencdo de itens de ensaio

a)  Soro sanguineo
Poderéo ser descartados 30 dias apds a emissao do Relatério de Ensaio, registrando-se em
formularios préprios e conferidas antes do descarte.

3.4. Isolamento viral
3.4.1. Materiais

a) Luvas de procedimento;

b)  Algodao hidréfilo embebido em alcool 70° INPM;

c) Micropipetas mono e multicanal de capacidade minima de 25 pL;

d) Ponteiras para micropipeta capacidade minima de 25 pL;

e) Seringas descartaveis de 1 mL, com preciséo de 0,1 mL com agulhas 27 G 2" ou similares;
f) Filtro descartavel de 22 um de porosidade para seringas;

g) Microplacas em poliestireno de 96 orificios com fundo em “V” ou em “U”;
h)  Tubos de centrifuga com tampa rosqueavel;

i) Tesouras e pin¢as dente-de-rato estéreis;

i) Frascos de plastico com tampas perfuraveis;

k) Gaze;

) Toalhas absorventes descartaveis;

m) Filme adesivo para microplacas;

n)  Sacos de autoclave;

0) Cuba de plastico autoclavavel;

p) Caneta para escrita em plastico/vidro;

q) Etiquetas autoadesivas.

3.4.2. Equipamentos e instrumentos

a) Cabine de seguranca biologica, classe Il A2;
b)  Autoclave de fronteira;
C) Estufa;
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d) Geladeira;

e) Freezer,

f) Ultrafreezer;

g) Triturador de tecidos com sondas;
h)  Furador de ovos;

i) Ovoscopio;

)] Incubadora de ovos;

k)  Centrifuga refrigerada;

1 Agitador tipo vértex;

m) Autoclave.

3.4.3. Insumos

a) Ovos embrionados SPF com 9 a 11 dias de idade;
b) Caldo BHI ou MEM com solucao de antibiéticos 10X;
c) Caldo BHI;

d) Placas de 4gar sangue ou agar BHI.

3.4.4. Solugbes

a) Suspensao de heméacias de Gallus gallus (preferencialmente machos) SPF ou SAN a 1%;

b) Desinfetante hospitalar a base de monopersulfato de potassio concentrado, hipoclorito de sédio
2-2,5% ou outro produto com acéo virucida;

c)  Solugéo de alcool 70° INPM.

3.4.5. Realiza¢éo do ensaio

3.4.5.1. Processamento dos itens de ensaio

a) As amostras colhidas de aves mortas podem ser processadas separadamente ou em “pools”
de um mesmo sistema organico (respiratério, digestério e nervoso);

b) As amostras devem chegar ao laboratério acondicionadas em um dos meios de transporte
preconizados pelo MAPA (caldo BHI pH 7,0 - 7,4 contendo antibiéticos; meio MEM acrescido de
antibidticos e soro fetal bovino/soro bovino ou soroalbumina bovina; caldo TPB acrescido de
antibioticos ou meio de transporte universal para virus);

c) Quando o processamento ndo for imediatamente possivel, estocar as amostras entre 2°C e 8°C
por até 4 dias. Para estocagem prolongada, as amostras devem ser mantidas a temperatura de -70°C
a -80°C.

3.4.5.1.1. Processamento de suabes traqueais, cloacais, de fundo de gaiola e fezes

a) Os suabes colhidos e acondicionados individualmente podem ser agrupados em “pools” de
cinco a sete por tipo de suabe e espécie;

b) Caso nao haja volume suficiente de material para inoculagao, pode ser preparado um “pool”
com suabes de traqueia e cloaca;

c) Os frascos contendo fezes em meio de transporte devem ser centrifugados a 1000 g por 10
minutos e o sobrenadante recolhido em frasco contendo 1,5 ml de caldo BHI contendo antibiéticos;

d) Caso o material ndo seja utilizado no mesmo dia, os frascos deverdo ser armazenados entre
2°C e 8°C por até 24 horas. Para estocagem prolongada, as amostras devem ser mantidas a
temperatura de -70°C a -80°C;
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e) ApoOs o processamento destas amostras, sera preparado o material para extracdo de acidos
nucleicos totais para realizacdo de RT- PCR ou RT-gPCR.

3.45.1.2. Processamento de amostras provenientes de 6rgaos

a) Picotar os tecidos finamente tritura-los e preparar suspensées em caldo BHI ou meio MEM
contendo solucéo de antibiéticos 10X em tubos de centrifuga;

b) Centrifugar as suspensdes a 1000 g por 10 minutos, recolher o sobrenadante e armazena-lo
em um frasco devidamente identificado de forma a manter a rastreabilidade da amostra;

c) Aguardar um periodo = quatro horas para a inoculagao (para a agao da solug¢ao de antibiéticos).
Caso néo seja utilizado no mesmo dia, conserva-lo entre 2°C e 8°C por até 24 horas. Para estocagem
prolongada, as amostras devem ser mantidas a temperatura de -70°C a -80°C;

d) ApoOs o processamento destas amostras, o material sera preparado para extracdo de acidos
nucleicos totais para realizagéo de RT- PCR ou RT-gPCR.

3.45.2. Isolamento viral

a) Antes da inoculagéo realizar ovoscopia nos ovos embrionados que serdo inoculados a fim de
se detectar embrides mortos ou fracos para que sejam descartados;

b) Devem ser feitos os seguintes controles de prova: controle do meio com antibiéticos utilizado
no preparo dos inéculos, controle dos ovos SPF utilizados para inoculacdo e controle de esterilidade
dos in6culos;

c) Em cabine de seguranca bioldgica, com auxilio de uma seringa estéril descartavel de 1 ou 3
mL com agulha 27 G 2" ou similar, inocular via cavidade alantoide 0,3 mL da amostra em, no minimo,
4 ovos embrionados SPF com idade entre 9 e 11 dias devidamente identificados de forma a manter a
rastreabilidade das amostras;

d) Selar o orificio de inoculacdo, aguardar a secagem do selante e borrifar &lcool 70° INPM antes
da retirada dos ovos inoculados da cabine de seguranca biolégica;

e) Incubar os ovos inoculados a 37 £ 2°C por 4 a 7 dias, realizando-se ovoscopia diariamente.
Descartar ovos mortos nas primeiras 24 horas. Registrar o nimero de ovos mortos de cada um dos
in6culos em formularios préprios e armazena-los a temperatura de 2 a 8°C até o término do teste,
identificando-os com a data da ovoscopia;

f) Sacrificar os ovos viaveis no final do teste, submetendo-os a temperatura de refrigeracédo
overnight ou 1,5 h em ultrafreezer,

g) Coletar 1 a 2 mL do liquido alantoide dos ovos de cada indculo em tubo de centrifugacéo,
centrifugando-se a 1000 g por 10 minutos;

h)  Verificar a atividade hemaglutinante do “pool” do liquido alantoide por meio da técnica de
hemaglutinacdo (HA) em microplaca;

i) Verter aproximadamente 5 mL do “pool” de cada material que apresentar reacdo negativa na
hemaglutinagdo em frasco estéril contendo 1,5 mL de caldo BHI ou MEM contendo solugéo de
antibiéticos 10X e identificar como 12 passagem;

) Inocular o liquido alantoide referente & 12 passagem, no minimo, 04 ovos embrionados SPF
para realizacdo da segunda passagem;

k) Ao final da 2a passagem, se 0s ovos ainda apresentarem-se NEGATIVOs na técnica de HA,
preparar um “pool” de cada material e encaminha-lo para realizagdo de RT-PCR ou RT-gPCR a fim de
confirmar a negatividade do mesmo;

) Caso o material seja POSITIVO no RT-PCR ou RT-gPCR, nova passagem pode ser realizada
a fim de aumentar o titulo do virus;
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m) Se o “pool” do material apresentar reagédo positiva no teste de HA em qualquer uma das
passagens, o liquido alantoide dos ovos deve ser coletado, centrifugado a 1000 g por 10 minutos e
dividido em duas aliquotas, uma com e outra sem caldo BHI ou MEM contendo solucéo de antibiéticos
10X;

n)  Utilizar a aliqguota sem antibiéticos nas provas de identificacdo viral (HI) e caracterizacao viral
(ICPI).

3.4.6. Critérios de aceitacdo do Ensaio

a) O teste sera valido se:

l. Os ovos destinados ao controle do meio ndo apresentarem mortalidade e atividade
hemaglutinante;

. Os ovos SPF nédo inoculados, destinados ao controle, ndo apresentarem mortalidade e
atividade hemaglutinante;

lll. O controle de esterilidade dos indculos for NEGATIVO.

3.4.7. Interpretagao dos resultados

a) O material sera considerado POSITIVO no isolamento viral quando houver deteccdo de
atividade hemaglutinante no liquido alantoide dos ovos inoculados;

b) O material sera considerado NEGATIVO quando, ap6s duas passagens consecutivas em ovos
embrionados SPF, ndo houver deteccao de atividade hemaglutinante e detecgdo do RNA viral por RT-
PCR ou RT-gPCR.

3.4.8. Emisséao dos resultados

a) Os resultados deverdo ser emitidos em documento denominado “Relatério de Ensaio” e
expressos como POSITIVO ou “NEGATIVO”;

b) Expressar a quantidade de aliquotas positivas ou negativas dentre o total de aliquotas
analisadas.

3.4.9. Descarte das amostras e residuos

a) Antes da realizacdo do descarte de amostras e produtos de ensaio dever&o ser observados 0s
prazos minimos estabelecidos no item 3.4.10;

b) Os materiais descartados devem ser separados adequadamente entre residuos quimicos e
biolégicos;

c) Todo material utilizado na realizacdo do ensaio deve ser imerso em cuba com solucao de acido
citrico 0,2%, hipoclorito de sddio 0,5% ou solugdo para descontaminagao similar, por no minimo de 1
hora;

d) Apo6s este periodo, todo o residuo biolégico do ensaio deve ser submetido ao processo de
autoclavacdo apropriado. A efetividade da esterilizagdo deve estar comprovada em procedimentos
proprios do laboratério e devem ser utilizados controles fisicos, quimicos e biolégicos para o
monitoramento do processo;

e) O laboratério deve assegurar a biosseguranca dos residuos gerados, e seguir as legislacdes
ambientais vigentes durante todo o processo do descarte.

3.4.10. Retencdo de itens de ensaio
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a)

Liquido alantoide

Todas as aliquotas (passagens) das amostras que resultarem positivas no isolamento viral e/ou no
RT-PCR ou RT-gPCR deverao ser mantidas pelo laboratério e armazenadas a -80°C ou temperaturas
inferiores por tempo indeterminado. As aliquotas armazenadas, assim como suas quantidades, devem
ser registradas em formulario proprio para fins de inventério.

3.5.

Inibicdo da hemaglutinacéo para identificacao viral (HI)

3.5.1.Materiais

a)
b)
c)
d)
e)
f)

g)
h)
)

),

k)

Luvas para procedimentos;

Algodao hidrofilo;

Ponteiras descartaveis;

Pipetas de 5, 10 e 20 mL;

Microplacas em poliestireno de 96 orificios com fundo em “V” ou em “U”;
Tubos de centrifuga com tampa rosqueavel;
Reservatorios para pipetagem de liquidos;
Papel absorvente;

Cuba de plastico autoclavavel

Filme adesivo para microplacas;

Caneta para escrita em plastico/vidro.

3.5.2.Equipamentos e instrumentos

a)
b)
c)
d)
e)

f)

Cabine de seguranca bioldgica, classe Il A2;

Refrigerador;

Micropipetas monocanal e multicanal de volumes regulaveis;
Pipetador automatico ou bulbo de seguranca;

Agitador tipo vértex;

Autoclave.

3.5.3. Insumos

a)

Liquido alantoide coletado dos ovos referentes ao material com atividade hemaglutinante

verificado anteriormente;

b)

Soros controles de referéncia para os oito APMVs hemaglutinantes (APMV-1, APMV-2, APMV-

3, APMV-4, APMV-6, APMV-7, APMV-8 e APMV-9);

c)
d)

Anticorpos monoclonais para diferenciacdo de cepas de APMV-1 (opcional);
Antigenos inativados de referéncia para os oito APMVs hemaglutinantes (APMV-1, APMV-2,

APMV- 3, APMV-4, APMV-6, APMV-7, APMV-8 e APMV-9).

3.5.4.Solucbes

a)
b)
c)
d)

Solucéo de hemécias de Gallus gallus (preferencialmente machos) SPF ou SAN a 1%;
Solucéo de PBS com 0,4% BSA-AS;

Solucao de PBS pH 7,2 £ 0,2 ou solucédo salina 0,85% a 0,90%;

Solucéo de alcool 70° INPM;
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e) Desinfetante hospitalar a base de monopersulfato de potassio concentrado, hipoclorito de sodio
2-2,5% ou outro produto com agéo virucida.

3.5.5. Realizagédo do ensaio
3.5.5.1. Determinacéao do titulo do antigeno em unidades hemaglutinantes (UHA)

a) Realizar a titulacao do liquido alantoide coletado dos ovos referentes ao material com atividade
hemaglutinante;

b) Para realizacdo da prova de HI para identificacdo viral, € necessario que o antigeno (liquido
alantoide) esteja com quatro unidades hemaglutinantes (UHA) em 25 pL;

c) Para obtencdo dessas quatro UHA, diluir o antigeno em solucao de PBS com 0,4% BSA-AS,
conforme o exemplo a seguir:

i) Titulo no HA = 28 (256 UHA), sendo que o titulo é a maior diluicdo do antigeno capaz de produzir
aglutinacdo completa (“endpoint”) e equivale a uma UHA. Portanto, encontraremos quatro UHA
dividindo o valor do “endpoint” por quatro. Exemplo: 256 + 4 = 64;

d) De acordo com o exemplo acima, diluir o antigeno a 1:64 (1 mL de antigeno para 63 mL de
Solugéo de PBS com 0,4% BSA-AS, ou dividir esta proporcgéo por 10, utilizando-se 100 uL de antigeno
para 6,3 mL de PBS com 0,4% BSA-AS) para se obter as quatro UHA;

e) Fazer outras duas diluicbes do antigeno para se ter uma margem de seguranca maior. Nesse
caso, preparar duas novas diluicbes contendo, respectivamente, 50% a mais e 50% a menos do
volume inicial de antigeno utilizado no preparo da primeira diluig&o;

f) Ap6s o preparo das diluigbes, realizar uma nova titulagao (retrotitulacao) a fim de determinar
em qual das trés diluicdes encontram-se as quatro UHA. Essa €, entéo, a diluicdo a ser empregada
como antigeno na prova de HI. Registrar em formulario préprio.

3.5.5.2. Inibicdo da hemaglutinagéo para identificagdo viral (HI)

a) O controle da reacéo de inibicdo da hemaglutinagédo sera feito pela utilizacdo de antigenos
inativados de referéncia para os oito APMVs hemaglutinantes (APMV-1, APMV-2, APMV- 3, APMV-4,
APMV-6, APMV-7, APMV-8 e APMV-9) e seus respectivos antissoros;

b) Dispensar 25 pL de PBS pH 7,2 + 0,2 ou solucéo salina 0,85% a 0,90% em cada orificio da
microplaca a ser utilizada;

c) Colocar, com auxilio de micropipeta monocanal, 25 uL de cada antissoro de referéncia no
primeiro orificio de cada fileira da placa, reservando-se as colunas 9, 10 e 11 para o controle POSITIVO
e a ultima coluna para o controle das hemacias (FIGURA 3);

d) Realizar diluicbes seriadas na base 2 com micropipeta multicanal. Para isso:

l. Aspirar 25 pL do primeiro orificio da linha (p.e., orificio Al);

Il. Dispensar 0s 25 pL no segundo orificio da mesma linha (p.e., A2);

[ll.  Homogeneizar trés vezes com auxilio da micropipeta;

IV.  Aspirar 25 pL e dispensar no proximo orificio da mesma linha (p.e., A3);

e) Repetir os passos “c” e “d” por quatro vezes (p.e. até A8);

f) Dispensar 25 yL de cada antissoro de referéncia na coluna 9 (p.e. até A9) e realizar a diluigdo
na base 2 até a coluna 11 (p.e. até Al1l);

g) Dispensar 25 pL de antigeno de referéncia (com 4 UHA) homdlogo para cada antissoro de
referéncia nos orificios das colunas 9, 10 e 11;
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h)  Adicionar 25 L do antigeno/virus com quatro UHA em cada orificio da microplaca até a coluna
8 e homogeneizar suavemente;

i) Cobrir a microplaca com adesivo para evitar evaporacao e incubar por 30 minutos a 22°C + 2°C
ou por 1 hora a 4°C;

) Adicionar, em cada orificio, 25 UL de suspensdo de hemacias de galinha a 1% (completamente
suspendida) e homogeneizar suavemente;

k)  Incubar a microplaca por 30 minutos a 22°C + 2°C ou por 1 hora a 4°C;

1 Realizar a leitura da placa inclinando-a e observando a presenga ou auséncia de “lagrima”
escorrendo e registrar os resultados em formulario préprio.

3.5.6.Critérios de aceitacao do ensaio

a) O teste serd valido se:

l. O virus a ser identificado possuir, pelo menos, 4 UHA (determinado pelo ensaio de
hemaglutinacéo);

II. O controle de hemacias nao apresentar aglutinagao (apresentar “lagrima” escorrendo);

lll. Os antissoros de referéncia para cada APMV inibirem a hemaglutinagdo dos respectivos
antigenos.

3.5.7. Interpretagdo dos resultados

a) Os pogos com presencga de “lagrima” sao registrados como “+” (POSITIVO para HI); pogos com
auséncia de “lagrima”, isso € com completa hemaglutinagao, sao registrados como “-” (NEGATIVO
para HI); pogos com formagao de “lagrima” incompleta sdo registrados como “I” (HI incompleto);

b)  Os pogos com inibicdo completa devem formar uma "lagrima” na mesma taxa de velocidade
dos pogos de controle POSITIVO. Os pogos que apresentam “lagrima" com escoamento retardado em
comparagéo com o controle POSITIVO devem ser interpretados como incompleto;

c) O titulo de HI é dado como a maior diluicdo do soro capaz de causar inibicdo completa das
guatro UHA do virus em teste. Considerar somente as cavidades que apresentarem botéo de hemacias
igual ao das cavidades controle, anotando no formulario préprio;

d) O material serd considerado POSITIVO para virus de doenga de Newcastle quando a sua
atividade hemaglutinante for inibida por antissoro especifico para APMV-1.
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FIGURA 3. Disposi¢do dos antissoros para APMV e do controle de hemécias (HE) na microplaca
para realizacdo do teste de HI para identificacdo viral. As colunas 9, 10 e 11 sdo dedicadas aos
controles “POSITIVOS” de cada APMV.

12 3 4 5 6 71 8 2 0 1 9
A | APmv- HE
B |aPmvz HE
C | APMV3 HE
D |APmv4 HE
E APMV-6 HE
F|a;pmvr HE
G |Armvs HE
H |apmvo HE

Fonte: LFDA-SP.

3.5.8.Emissao dos resultados

a) Os resultados deverdo ser emitidos em documento denominado “Relatério de Ensaio” e
expressos como “POSITIVO para virus da Doencga de Newcastle” ou “POSITIVO para paramyxovirus
aviario sorotipo X”;

b) Indicar a aliquota que apresentou positividade.

3.5.9.Descarte das amostras e residuos

a) Antes da realizacdo do descarte de amostras e produtos de ensaio deveréo ser observados 0s
prazos minimos estabelecidos no item 3.5.10.

b) Os materiais descartados devem ser separados adequadamente entre residuos quimicos e
biolégicos;

c) Todo material utilizado na realizacéo do ensaio deve ser imerso em cuba com solucao de acido
citrico 0,2%, hipoclorito de sddio 0,5% ou solucdo para descontaminagdo similar, por no minimo de 1
hora;

d) ApOs este periodo, todo residuo biolégico do ensaio deve ser submetido ao processo de
autoclavacdo apropriado. A efetividade da esterilizagdo deve estar comprovada em procedimentos
proprios do laboratério e devem ser utilizados controles fisicos, quimicos e biol6gicos para o
monitoramento do processo;

e) O laboratério deve assegurar a biosseguranca dos residuos gerados, e seguir as legislacdes
ambientais vigentes durante todo o processo do descarte.

3.5.10. Retencdo de itens de ensaio
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a) Liquido alantoide

Todas as aliguotas (passagens) das amostras que resultarem positivas no isolamento viral e/ou no
RT-PCR ou RT-gPCR deverado ser mantidas pelo laboratério e armazenadas a -80°C ou temperaturas
inferiores por tempo indeterminado. As aliquotas armazenadas, assim como suas quantidades, devem
ser registradas em formulario préprio para fins de inventario.

3.6. Indice de patogenicidade intracerebral (ICPI)
3.6.1. Materiais

a) Micropipetas e ponteiras com capacidade minima de 500 pL;

b)  Seringas descartaveis de 1 mL, com precisao de 0,1 mL com agulhas 32G;
c) Pipetas de 5mL;

d) Cuba de plastico autoclavavel;

e) Papel absorvente.

3.6.2. Equipamentos e instrumentos

a) Cabine de seguranca biologica classe Il A2;
b) Isolador para aves;

c) Estufa;

d) Autoclave.

3.6.3. Insumos

a) Pintos SPF (Specific Pathogen Free) de um dia (24 a 40 horas de vida);

b) Caldo BHI ou placas de agar sangue ou agar BHI;

c) Liquido alantoide infectado (antigeno), com titulo em UHA = 24 (16);

d)  Anestésicos (cloridrato de quetamina e de xilasina);

e) Desinfetante hospitalar a base de monopersulfato de potassio concentrado, hipoclorito de sodio
2-2,5% ou outro produto com agao virucida.

3.6.4. Solucobes

a) Solucéo de PBS pH 7,2 £ 0,2 ou solucéo salina isotdnica;
b)  Solugéo de alcool 70° INPM.

3.6.5. Realizacédo do ensaio

a)  Diluir o liquido alantoide a 1:10 em solucéo de PBS pH 7.2 + 0,2, ou solucéo salina isoténica
por exemplo: 0,5 em 4,5 mL de PBS;

b) Na cabine de seguranca biolégica, inocular, por via intracerebral, 10 aves de um dia com 0,05
mL do liquido alantoide diluido, localizando-se a regido da fontanela (moleira) utilizando-se agulha
descartavel de 1mL com agulhas 32G;

c) Utilizar mais 4 aves para serem o controle do teste: 2 aves serdo inoculadas por via intracerebral
somente com 0,05 mL PBS e as outras 2 nao serdo inoculadas;
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d) Semear o indculo utilizado em caldo BHI e/ou placa de 4gar sangue ou agar BHI e incubar a
37°C por 48 horas (agar sangue) ou 24 horas (BHI);

e) Transportar as aves da cabine de seguranca biolégica até os isoladores em recipientes
herméticos;

f) Acomodar as aves no interior do isolador;

g) Realizar leituras diarias das aves, por um periodo de 8 dias, registrando-se 0 himero de aves
saudaveis, doentes e mortas em formulario proprio;

h)  Caso seja verificada contaminacao do indculo no decorrer do periodo de teste, cancelar o teste
em andamento, filtrar o antigeno (material POSITIVO para NDV) e realizar nova inoculacdo em aves.

3.6.6. Critérios de aceitacdo do ensaio

a) O teste serd valido se:

l. As aves inoculadas com PBS se mantiverem saudaveis;

II.  As aves ndo inoculadas se mantiverem saudaveis e

lll.  Nao houver crescimento microbiano no caldo ou placa utilizados para o controle de esterilidade
do in6culo.

3.6.7. Interpretagdo dos resultados

a) Somar, ao final do teste, o nimero de aves saudaveis, doentes e mortas e multiplicar pela
seguinte pontuacéo:

l. 0 = pintos saudaveis;

. 1 = pintos doentes;

[ll. 2 = pintos mortos.

b) A seguir, somar todos os pontos e dividi-los por 80 (pois sdo 80 observacdes: 10 aves
observadas por 8 dias) a fim de obter o ICPI. S&o considerados isolados de NDV patogénicos (ou
virulentos) aqueles que apresentarem ICPI = 0,7. Os isolados com ICPI < 0,7 serdo considerados
apatogénicos (ou avirulentos).

3.6.8. Emissao dos resultados

a) Os resultados deverdo ser emitidos em documento denominado “Relatério de Ensaio” e
expressos como “virus da doenca de Newcastle patogénico (ou virulento)” ou “apatogénico (ndo
virulento)”;

b) Indicar o valor do ICPI nos resultados.

3.6.9. Descarte das amostras e residuos

a) Os materiais descartados devem ser separados adequadamente entre residuos quimicos e
biolégicos;

b)  Todo material utilizado na realizacao do ensaio deve ser imerso em cuba com solucéo de &cido
citrico 0,2%, hipoclorito de sddio 0,5% ou solucdo para descontaminacgéao similar, por no minimo de 1
hora;

c) ApOs este periodo, todo o material utilizado na realizagdo do ensaio deve ser submetido ao
processo de autoclavacdo apropriado. A efetividade da esterilizacdo deve estar comprovada em
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procedimentos préprios do laboratério e devem ser utilizados controles fisicos, quimicos e biolégicos
para 0 monitoramento do processo;

d) O laboratério deve assegurar a biosseguranca dos residuos gerados, e seguir as legislactes
ambientais vigentes durante todo o processo do descarte.

3.7. Extracdo de acidos nucleicos para ensaios moleculares
3.7.1. Materiais

a) Luvas de procedimento nitrilica ou de latex isentas de po;

b)  Micropipetas com volumes variados e ponteiras com filtro, estéreis, livres de DNAses e
RNAses, para volumes variados;

c) Gaze ou papel toalha.

3.7.2. Equipamentos e instrumentos

a) Cabine de seguranca biologica com filtro HEPA classe Il ou estacdo de trabalho para PCR
(Workstation PCR) com luz UV germicida;

b)  Equipamento para extracdo automatizada de acidos nucleicos (opcional);

c) Vortex;

d) Ultrafreezer;

e) Freezer,

f) Geladeira;

g) Autoclave.

3.7.3.Insumos

a)  Agua livre de nucleases;

b)  Controle POSITIVO para o virus da doenca de Newcastle;
c) Kit para extracdo de RNA,;

d) Controle interno de extracao.

3.7.4.Solucbes

a)  Solucédo de alcool 70° INPM;
b)  Solugcédo descontaminante de DNA e DNAses;
c)  Solugéo de hipoclorito de sddio 0,5%.

3.7.5. Realizacéo do ensaio
3.7.5.1. Extracao de acidos nucleicos

a) Realizar a extracdo de acidos nucleicos das amostras, de forma automatizada ou manual,
através de kits de extracdo de RNA especificos para o tipo de material a ser analisado, seguindo as
recomendacdes do fabricante;

b)  Adicionar a cada procedimento de extracdo: controle NEGATIVO de extracdo (meio de cultura
MEM ou BHI contendo ou ndo suabes de aves SPF) e controle interno de extracao;

c) O laboratério pode optar pelo uso de outro método de extracdo que ndo use kit, desde que
apresente verificacdo de desempenho comprovada pelo proprio laboratério.
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3.8. Técnica de RT-qPCR para detecc¢éo do virus da doenca de Newcastle

3.8.1. Disposic¢des gerais

3.8.2.0 laboratério pode optar por realizar a técnica de PCR em tempo real com um kit comercial ou
protocolo in house. Ambos necessitam de comprovacdo de desempenho.

3.8.3. Materiais

a)
b)
c)
d)
e)
f)
9)

Luvas de procedimento nitrilicas ou de latex isentas de po;
Microtubos de volumes variados ou microplacas;

Microplacas ou microtubos para leitura optica de RT-gPCR;
Tampas adesivas para microplacas para leitura 6ptica de RT-gPCR;
Ponteiras com filtro, estéreis, livres de DNAses e RNAses;

Estantes para microtubos;

Gaze ou papel toalha.

3.8.4.Equipamentos e instrumentos

a)

b)
c)
d)
e)
f)

g)
h)
)

Cabine de seguranca biologica com filtro HEPA classe |l ou estacéo de trabalho para PCR
(Workstation PCR) com luz UV germicida;

Geladeira;

Freezer;

Micropipetas mono e multicanais de volumes regulaveis;

Termociclador para PCR em tempo real;

Centrifuga refrigerada com rotores para microtubos;

Agitador de microtubos;

Microcomputador;

Equipamento para extracdo automatizada de acidos nucleicos (opcional).

3.8.5.Insumos

a)
b)
c)
d)

Agua livre de nucleases;

Controle POSITIVO para o virus da doenca de Newcastle;

Kit para amplificagdo por RT-gPCR em um Unico passo;

Iniciadores (primers) e sondas especificos para a deteccéo do virus da doenca de Newcastle

(sugestéo de iniciadores apresentada no QUADRO 1).
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QUADRO 1. Sugestéo de oligonucleotideos para detecc¢éo do virus da doenca de Newcastle por RT-
gPCR.

Alvo Primer forward Primer reverse Sondas Referéncia
M+4169 probe 5’
Gene M+4100 5’primer 5’ M-4220 3’primer 5’ CCT FAM -TTC TCT
M AGT GAT GTG CTC GAG GAG AGG CATTTG AGC AGT GGG Wise, 2004
GGA CCT TC 3’ (20) CTA 3 (21) ACA GCC TGC -
BHQ1 3’ (24)
F+ 4829 5’primer F+ 4894 probe 5’
Gene velo-meso 5 GGT F- 4939 3’primer 5 FAM - AAG CGT _
= GAG TCT ATC CGG AGC TGT TGC AAC CCC TTCTGT CTCCTT Wise, 2004
ARG ATACAAG 3 AAG 3’ (18) CCTCCA-BHQ1 ¥
(25) (24)

3.8.6.Solucbes

a)  Solucdo de alcool 70° INPM;
b)  Solugédo descontaminante de DNA e DNAses;
c)  Solugéo de hipoclorito de sddio 0,5%.

3.8.7. Realiza¢éo do ensaio
3.8.7.1. Reacao de amplificacéo de acido nucleico por RT-gPCR

a) Realizar o ensaio em duas areas separadas: uma para o preparo do mix de reacado (sala de
pré-PCR) isenta de material genético e amplicons, e outra para a transferéncia de RNA para placa ou
microtubos (sala de PCR);

b) Antes e apGs o preparo do mix de reacdo, descontaminar a cabine e os materiais a serem
utilizados com solucdo descontaminante (para DNA, RNA, proteinas e nucleases) e/ou Solugéo de
alcool 70° INPM;

c) As micropipetas utilizadas para o preparo do mix de reagéo e adi¢cdo das amostras devem ser
exclusivas para tais finalidades.

3.8.7.2. Preparo do mix de reacao

a) Preparar o mix de reacdo de acordo com protocolos validados e especificos para o agente
pesquisado, em quantidade suficiente para o nimero de amostras a serem testadas, considerando
algumas a mais;

b)  Apoés o preparo do mix, adicionar o RNA nos pog¢os da placa ou em microtubos para leitura
Optica;

c) A adicdo de RNA e das amostras controle deve ser realizada em uma area distinta do preparo
do mix (sala de PCR);

d) Devem ser incluidos nas analises:

l. Controle POSITIVO para o virus da doenca de Newcastle;
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ll.  Controle NAO DETECTADO da extracao;
[ll.  Branco (agua livre de nucleases);
IV. Controle DETECTADO e NAO DETECTADO do kit utilizado (se houver).

3.8.7.3. Reacdo de RT-gPCR

a) Selar a placa com adesivo 6ptico ou fechar a tampa dos microtubos. Verificar se ha bolhas no
fundo do poco e/ou goticulas na parede dos pocos da placa ou tubo. Caso isto ocorra, centrifugar
brevemente para reduzir as bolhas e para que o contetido se posicione na parte inferior da placa ou
tubo;

b) Iniciar e entrar com os dados no software do termociclador (identificacdo das amostras e
selecdo dos fluoroforos), conforme especificagbes do fabricante;

c) Inserir a placa ou os tubos no termociclador, salvar o arquivo e iniciar a corrida;

d) Ao finalizar, salvar os dados e interpretar os resultados.

3.8.8.Critérios de aceitacao do ensaio

a) Para avalidacdo do ensaio, o controle POSITIVO do kit e o controle interno devem apresentar
uma curva sigmoide (em forma de S) e um Ct satisfatorio (conforme especificagdes do fabricante);

b) O controle NEGATIVO deve ter Ct indeterminado ou maior que o limite do kit. O grafico do
controle NEGATIVO deve apresentar tracos de fluorescéncia na linha de base durante todo o ensaio.
Esses tracos ndo devem apresentar curva sigmoide ou um aumento gradual na fluorescéncia.

3.8.9.Interpretacdo dos resultados

a) Ao analisar os resultados da corrida, o operador deve avaliar os seguintes componentes:
controle POSITIVO, controle NEGATIVO, controle da extracdo, background de fluorescéncia e graficos
de amplificacdo de cada amostra individualmente. Apds a validacdo do ensaio, interpretar os
resultados conforme especificacdes do fabricante;

b)  Qualquer amostra questionavel devera ser retestada.

3.8.10. Emissao dos resultados

a) Os resultados deverdo ser emitidos em documento denominado “Relatério de Ensaio” e
expressos como POSITIVO ou “NEGATIVO?”, ou de acordo com o preconizado pelo fabricante;

b) Expressar a quantidade de aliquotas positivas ou negativas dentre o total de aliquotas
analisadas.

3.8.11. Descarte das amostras e residuos

a) Antes da realizacdo do descarte de amostras e produtos de ensaio deverdo ser observados os
prazos minimos estabelecidos no item 3.8.11;

b) Os materiais descartados devem ser separados adequadamente entre residuos quimicos e
bioldgicos;

c) Todo material utilizado na realizagédo do ensaio deve ser imerso em cuba com solucdo de 4cido
citrico 0,2%, hipoclorito de sddio 0,5% ou solucdo para descontaminacgéao similar, por no minimo de 1
hora;
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d) ApOds este periodo, todo o residuo biolégico do ensaio deve ser submetido ao processo de
autoclavacdo apropriado. A efetividade da esterilizagdo deve estar comprovada em procedimentos
préprios do laboratério e devem ser utilizados controles fisicos, quimicos e biolégicos para o
monitoramento do processo;

e) O laboratério deve assegurar a biosseguranca dos residuos gerados, e seguir as legislacdes
ambientais vigentes durante todo o processo do descarte.

3.8.12. Retencdo de Itens de Ensaio

a) Produtos de Biologia Molecular “POSITIVOS”

Amostras positivas ao RT-gPCR para deteccdo do virus da doenca de Newcastle deverdo ser
encaminhadas ao LFDA-SP para confirmacdo dos resultados. Amostras negativas poderdo ser
descartadas 30 dias apds a emissao do Relatério de Ensaio, registrando-se em formularios préprios e
conferidas antes do descarte.
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CAPITULO 2.1.5
LARINGOTRAQUEITE INFECCIOSA DAS AVES - LTI

1. Amostras

Sao consideradas amostras para o diagnéstico da laringotraqueite infecciosa das aves:
1.1. Deteccao da Resposta imune

a)  Soro sanguineo

1.2. Identificacdo do Agente

a) Pulméo;

b) Traqueia;

c) Ganglio trigémeo;

d) Sistema nervoso central.

2. Recebimento das Amostras
2.1. DisposigOes Gerais

2.1.1. Para atendimento aos Programas e Controles Oficiais do MAPA os Laboratorios
credenciados somente receberdo as amostras previstas na legislacdo em vigor para as
finalidades e ensaios previstos no seu escopo de credenciamento;

2.1.2. Deverdo ser obedecidos os critérios estabelecidos no capitulo de verificacdo de
conformidade de amostras.

3. Técnicas de Diagndstico
3.1. Disposic¢des Gerais

3.1.1. Somente poderdo ser utilizados insumos de diagndstico que tenham registro no MAPA,
segundo legislacdo em vigor;

3.1.2 Todos os insumos utilizados na analise devem ser controlados e previamente testados
e aprovados;

3.1.3. O laboratério deverd realizar os ensaios obedecendo as temperaturas preconizadas pelo
fabricante dos insumos:

a) Quando esta informacdo ndo constar na bula o laboratério devera consultar o fabricante,
mesmo que a indicacao seja de realizacdo a temperatura ambiente;

b) Quando nao informado pelo fabricante, serdo considerados como temperatura ambiente,
valores de temperatura entre 18 a 25°C.

3.1.4 Antes da utilizacdo dos insumos, realizar a avaliacdo de todos os parametros referentes aos
lotes e valores de ponto de corte dos critérios interpretacdo dos resultados;

3.1.5 O laboratério deve estabelecer um meio de avaliacdo apropriado para todos 0s insumos
utilizados nos ensaios;
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3.1.6. Devem ser retidos os registros dos controles dos ensaios realizados, devendo ser
registrada data e responsavel de todas as etapas realizadas para cada amostra analisada;

3.1.7. Os resultados encontrados para cada amostra e controles, dados dos insumos
utilizados e outras informacdes pertinentes devem ser registrados em formularios proprios do
laboratorio.

3.2.

Ensaio imunoenzimatico (ELISA)

3.2.1. Materiais

a)
b)
c)
d)
e)
f)

g)
h)
i)

),

k)

Luvas para procedimentos;

Pipetas de vidro graduadas ou descartaveis;
Provetas graduadas;

Béqueres;

Erlenmeyers;

Ponteiras descartaveis;

Descartador de ponteiras;

Reservatorios para solugdes (cubetas);
Papel absorvente;

Caneta para identificagcdo de vidraria;
Cubas para descarte de materiais resistente a autoclavacao.

3.2.2. Equipamentos e instrumentos

a)
b)
c)
d)
e)
f)
g)
h)
)
),
k)
)

Geladeira;

Freezer,

Estufa;

Termobmetros;

Micropipetas monocanal e multicanal de volumes regulaveis;
Pipetador automatico ou manual;
Leitora de ELISA;

Cronbmetros;

Agitador de tubos tipo vortex (opcional);
Agitador de microplacas (opcional);
Lavadora de microplacas (opcional);
Autoclave.

3.2.3. Insumos

a)

Kits de ELISA de deteccdo de anticorpos para o virus da laringotraqueite infecciosa das aves.

3.2.4. Solucgbes

a)

No preparo das solu¢des devem ser utilizados somente os reagentes fornecidos pelo fabricante,

ou aqueles por ele indicados;

b)

Conjugados, substratos e solucdo de parada deverdo ser utilizados obedecendo-se as

condicbes do fabricante;

c)

No preparo da solucdo de lavagem deve-se assegurar que nao existem cristais precipitados na

solugéo;
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d) Diluir a solucdes utilizando agua ultrapura ou destilada conforme instrugbes do fabricante e
homogeneizar bem.

3.2.5. Realizacao do ensaio

a) Para realizacdo dos ensaios de ELISA devem ser consideradas as orientacfes do fabricante
do kit de diagndstico utilizado. Atentar para ocorréncia de atualizacdo na bula do kit, principalmente
em mudancas de lote;

b) A ordem de execucdo das etapas do ensaio, duracdo, volumes utilizados e temperatura de
incubacéo variam de acordo com fabricante do kit utilizado;

c) Homogeneizar gentiimente todos reagentes e amostras antes do uso;

d) Utilizar ponteiras distintas para cada controle e amostra de soro;

e) Homogeneizar as placas tocando-as na lateral ou utilizando um agitador de placas;

f) Nas etapas de incubagéo, as placas devem ser seladas para se evitar evaporacao;

g) As placas devem ser lavadas com a soluc¢do indicada pelo kit. Apés a ultima lavagem remover
residuos em um material absorvente (papel toalha ou toalha). Deixar as placas secas o minimo de
tempo possivel entre a lavagem e adigdo do proximo reagente;

h)  Decorridas todas as etapas do teste, realizar a leitura da absorbancia na leitora de ELISA
utilizando filtro com comprimento de onda indicado nas instru¢des do fabricante.

3.2.6. Critérios de aceitacdo do ensaio

a) O resultado do ensaio sera considerado valido somente se as DOs dos soros controles e 0s
demais parametros calculados a partir delas estiverem dentro dos limites aceitaveis e
determinados pelo fabricante. Caso contrario, o ensaio deve ser repetido.

3.2.7. Interpretagao dos resultados

a) De acordo com as DOs obtidas, consideram-se as amostras como POSITIVAS ou NEGATIVAS
ou de acordo com o preconizado com o fabricante do insumo (kit de diagnéstico).

3.2.8. Emisséao dos resultados

a) Os resultados deverdo ser emitidos em documento denominado “Relatério de Ensaio” e
expressos como “POSITIVO”, “NEGATIVO” ou “SUSPEITO”, ou de acordo com o preconizado pelo
fabricante;

b) Expressar a quantidade de amostras de soro positivas ou suspeitas dentre o total de amostras
analisadas.

3.2.9.Descarte das amostras e residuos
a) Antes da realizacdo do descarte de amostras e produtos de ensaio deverdo ser observados os
prazos minimos estabelecidos no item 3.2.10;

b) Os materiais descartados devem ser separados adequadamente entre residuos quimicos e
biol6gicos;
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c) Todo material utilizado na realizacdo do ensaio deve ser imerso em cuba com solucéo de &acido
citrico 0,2%, hipoclorito de sddio 0,5% ou solugdo para descontaminagdo similar, por no minimo de 1
hora;

d) ApOs este periodo, todo o material utilizado na realizagdo do ensaio deve ser submetido ao
processo de autoclavacdo apropriado. A efetividade da esterilizacdo deve estar comprovada em
procedimentos préprios do laboratério e devem ser utilizados controles fisicos, quimicos e biolégicos
para 0 monitoramento do processo;

e) O laborat6rio deve assegurar a biosseguranca dos residuos gerados, e seguir as legislacdes
ambientais vigentes durante todo o processo do descarte.

3.2.10. Retencdo de itens de ensaio

a) Soros
Ap6s um periodo minimo de 30 dias da realizagdo das andlises, as amostras poderdo ser
descartadas, registrando-se nos formulérios proprios e conferidas antes do descarte.

3.3. Técnicadaimunodifusdo em gel-agar (IDGA) para pesquisa de anticorpos
3.3.1.Materiais

a) Luvas para procedimento;

b)  Pipetas de vidro graduadas ou descartaveis;

c) Provetas graduadas;

d) Beéqueres;

e) Erlenmeyers;

f) Baldo volumétrico;

g) Ponteiras descartaveis;

h)  Lamina para microscépio de 25x75mm ou Placa de Petri de 100mm de diametro;
i) Descartador de ponteiras;

) Caneta para identificacéo de vidraria;

k)  Cubas para descarte de materiais resistente a autoclavacao.

3.3.2.Equipamentos

a) Geladeira;

b) Freezer;

¢) Micro-ondas;

d) Micropipetas monocanal de volumes regulaveis;
e) Pipetador automatico ou manual;
f) Balanga analitica;

g) Medidor de pH;

h)  Centrifuga;

i) Cortador Padrao;

) Camara Umida;

k)  Bomba a vacuo (opcional);

)] Fonte de luz;

m) Autoclave.
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3.3.3.Insumos

a) Antigeno padrao e soro controle POSITIVO,;
b)  Controle NEGATIVO.

3.3.4.Solucbes

a) Gelde 4gar a 1% em PBS 0,01 M.

3.3.5.Realizacédo do ensaio
3.3.5.1. Preparo dos reagentes

a) Preparar o gel a 1% p/v de agarose ou agar tipo Il purificado, 8% p/v NaCl em 0,01 M PBS em
pH 7.2, ou conforme orientacdo do fabricante dos insumos utilizados;

b)  Aquecer o gel no micro-ondas por tempo necessério para fusdo completa, evitando o
borbulhamento e extravasamento. Nao efetuar sucessivas fusdes do gel;

c) Verter o gel fundido e ainda quente em placas de Petri até uma espessura de 2 — 3 mm;

d) Deixar o gel solidificando em superficie plana, em local livre de poeira e em temperatura
ambiente por no maximo 30 minutos, para que a concentragdo eletrolitica ndo seja alterada;

e) Apo6s o gel solidificar, utilizando cortador de padrdo hexagonal com as dimensdes
recomendadas pelo fabricante dos insumos, perfurar os po¢os de aproximadamente 5 mm de diametro
no gel. As partes cortadas podem ser removidas da placa utilizando uma canula conectada a uma
bomba de vacuo através de uma mangueira;

f) Identificar os pocos de acordo com a amostra de soro que sera adicionada a cada um deles
utilizando caneta para vidro ou plastico;

g) Armazenar as placas de Petri na cAmara umida se ndo forem utilizadas imediatamente, para
evitar o ressecamento do gel;

h)  Nao utilizar placa que apresente umidade nos poc¢os da roseta. Despreza-las ou remover a
umidade. Caso apresentem ressecamento devem ser descartadas.

3.3.5.2. Preparo das amostras

a) ldentificar as amostras de soro de aves ndo-aquaticas a serem analisadas;
b) Caso seja recomendado pelo fabricante do antigeno, inativar amostras a 56°C.

3.3.5.3. Técnica do IDGA

a)  Preencher o formulario de acompanhamento do ensaio de IDGA;

b)  Distribuir aproximadamente 50 L de cada amostra de soro em posi¢des alternadas na periferia
do hexagono. Nos pogos adjacentes, acrescentar soro controle POSITIVO e ao pocgo central adicionar
o antigeno (FIGURA 1);

c) O volume adicionado deve ser suficiente para preencher o pogo, coincidindo a parte superior
do menisco com o nivel do gel, tendo o cuidado de ndo derramar. Caso o fabricante do antigeno
especifique o volume a ser utilizado, seguir suas recomendac¢fes adequando o tamanho do pog¢o ou
profundidade do gel ao volume indicado;
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d) Incubar as placas em camara Umida a temperatura de 22°C + 2°C por 24 horas. Recomenda-
se colocar um chumaco de algodé&o ou papel toalha molhado dentro da camara para manter o ambiente
Umido;

e) ApOs a incubacao, proceder a leitura das placas abertas sobre uma fonte de luz contra um
fundo escuro.

3.3.6.Critérios de aceitacao

a) Aslinhas de precipitagdo que indicam a interagao antigeno-anticorpo devem se formar entre 0s
pocos em que foram adicionados os soros sabidamente “POSITIVOS” e o antigeno;

b) Caso as linhas estejam fracas para serem visualizadas, incubar por mais 24 horas e realizar a
leitura novamente.

3.3.7. Interpretacdo dos resultados

a) NEGATIVO: as linhas formadas entre o antigeno e o soro controle POSITIVO prolongam-se
até a cavidade onde se encontram a amostra testada, sem encurvar-se (Figura 1 — Posi¢éo B);

b) POSITIVO: as linhas formadas entre o antigeno e o soro controle POSITIVO se fundem com
aquelas formadas com amostra testada, formando uma linha continua de identidade total (Figura 1 —
Posicéo F);

c) VariacOes de reagfes positivas: fraco POSITIVO: a linha de precipitacéo tende a se formar mais
proximo a cavidade onde se encontra a amostra testada, visualizando-se somente uma convergéncia
das duas linhas do controle na dire¢éo da cavidade onde se encontra a amostra (Figura 1 — Posicao
D);

d) Reacdes inespecificas: Caso se formem linhas de precipitagdo entre o pogo da amostra testada
e o controle POSITIVO (FIGURA 2 — Posicdes F e B), essas devem ser desconsideradas, pois séo
inespecificas. Caso as linhas de precipitacdo de um controle POSITIVO e uma amostra testada se
cruzem, indo de encontro ao poco adjacente (FIGURA 2 — Posi¢do D), isso também indica reacdo
inespecifica e deve ser desconsiderada.

FIGURA 1. Padréo de disposi¢do de amostras em placa de imunodifusédo: Nas posicdes A, E e C, foi
adicionado soro controle POSITIVO. Na posicao F, soro teste POSITIVO. Em B, soro teste NEGATIVO.
Em D, soro teste fraco POSITIVO.

@@

Fonte: LFDA-SP
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FIGURA 2. Placa de imunodifusdo com exemplos de linhas de precipitacédo inespecificas formadas a
partir dos pocos contendo soro teste em F, B e D. Elas podem ser desconsideradas desde que as
linhas de precipitagdo especificas formadas a partir dos controles “POSITIVOS” em A, C e E possam

ser visualizadas.
@ 5 ©

Fonte: LFDA-SP

3.3.8. Emisséao dos resultados

a) Os resultados deverao ser emitidos em documento denominado “Relatério de Ensaio” e
expresso como “POSITIVO” ou “NEGATIVO”;

b) Expressar a quantidade de amostras positivas ou negativas dentre o total de amostras
analisadas.

3.3.9. Descarte das amostras e residuos

a) Antes da realizacdo do descarte de amostras e produtos de ensaio deveréo ser observados 0s
prazos minimos estabelecidos no item 3.3.10;

b) Os materiais descartados devem ser separados adequadamente entre residuos quimicos e
biolbgicos;

c) Todo material utilizado na realizagcdo do ensaio deve ser imerso em cuba com solucao de acido
citrico 0,2%, hipoclorito de sddio 0,5% ou solucdo para descontaminacgdo similar, por no minimo de 1
hora;

d) Apds este periodo, todo o residuo biolégico do ensaio deve ser submetido ao processo de
autoclavacéo apropriado. A efetividade da esterilizagdo deve estar comprovada em procedimentos
proprios do laboratério e devem ser utilizados controles fisicos, quimicos e biolégicos para o
monitoramento do processo;

e) O laboratério deve assegurar a biosseguranca dos residuos gerados, e seguir as legislacdes
ambientais vigentes durante todo o processo do descarte.

3.3.10. Retencdo de itens de ensaio
a) Soros

As amostras de soro poderdo ser descartadas ap6s 30 dias da emissdo do Relatério de Ensaio,
registrando-se em formularios préprios e conferidas antes do descarte.
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3.4.

Isolamento viral

3.4.1.Materiais

a)
b)
c)
d)
e)
f)
g)
h)
i)
),
k)
1)
m)
n)
0)
p)

Luvas para procedimentos;

Algodao hidrofilo embebido em alcool 70 INPM;
Tubos de centrifuga com tampa rosqueavel;
Seringas descartaveis de 1 mL e/ou 3 mL;
Frascos de vidro tipo penicilina com tampa;
Frascos de plastico com tampas perfuraveis;
Agulhas 27 G '%” ou similares;

Filtro descartavel de 22 um de porosidade para seringas;
Tesouras e pin¢as dente-de-rato estéreis;
Recipiente plastico contendo solugé&o viricida;
Papel absorvente;

Gaze;

Cuba de plastico autoclavavel;

Sacos de autoclave;

Caneta para escrita em plastico/vidro;
Etiquetas autoadesivas.

3.4.2. Equipamentos e instrumentos

a)
b)
c)
d)
e)
f)

g)
h)
)

),

k)

Cabine de seguranca bioldgica, classe Il;
Autoclave de fronteira;

Estufa;

Geladeira;

Freezer,

Ultrafreezer;

Incubadora de ovos;

Triturador de tecidos com sondas;
Furador de ovos;

Ovoscopio;

Centrifuga refrigerada.

3.4.3. Insumos

a)
b)
c)
d)

Ovos da espécie Gallus gallus SPF embrionados com 9 a 12 dias de incubacéo;

Caldo BHI ou MEM;

Caldo BHI ou MEM com antibiéticos com solucao de antibiéticos 10X.

Placas de Agar sangue ou Agar BHI.

3.4.4.Solucbes

a)

b)

Desinfetante hospitalar a base de monopersulfato de potdssio concentrado ou similar ou
hipoclorito de s6dio 2-2,5% ou outro produto com acao virucida;

Solucéo de alcool 70°INPM.
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3.4.5. Realizacao do ensaio
3.4.5.1. Processamento dos itens de ensaio

a) Quando o processamento ndo for imediatamente possivel, estocar os itens de ensaio em
geladeira por, no maximo, 24 horas. Para periodos maiores de 24h, manter em ultrafreezer;

b) Os suabes colhidos e acondicionados individualmente sado agrupados em “pools” de cinco a
sete;

c) Acondicionar em frascos contendo solugdo de BHI com antibiticos e identificados com o
namero de registro da amostra, a data do processamento, 0 nimero da passagem em ovos (0OP), a
origem do in6culo (como, por exemplo, T para suabe traqueal) seguida por nimeros sequenciais
representativos da quantidade de “pools” (exemplo: T1, T2, T3, etc.);

d) No caso de 6rgaos, picotar finamente, tritura-los e preparar suspensées a 20% (peso/volume)
em caldo BHI ou meio MEM contendo antibiéticos em tubos de centrifuga;

e) Centrifugar a 1000 g por 10 minutos, filtrar o sobrenadante e coleta-lo em frascos contendo
solucdo de BHI com antibioticos;

f) Acondicionar o sobrenadante em frascos identificados com o numero de registro da amostra,
data do processamento, nimero da passagem em ovos (OP), origem do inéculo;

g) Proceder a extracdo de acidos nucleicos totais e/ou isolamento viral.

3.4.5.2. Inoculac&o das amostras e controles

a) Preparar 06 ovos SPF de idade entre 9 e 12 dias com camaras invertidas e identifica-los com
0 numero de registro, identificagdo da aliqguota e com a passagem em que se encontram;

b)  Inocular, via membrana corioalantoide — MCA, no minimo, quatro ovos embrionados SPF de
camara invertida, com idade entre 9 e 12 dias, com 0,2 mL do meio utilizado na preparagdo dos
indculos utilizando-se agulhas 27 G '2” ou similares e seringa de 1 mL e/ou 3 mL;

c) Manter, no minimo, quatro ovos de camara invertida nao inoculados como controle dos ovos
SPF que séo utilizados nas inoculacoes;

d) Controle de esterilidade dos in6culos: semear 0,2 mL do meio e dos in6culos em agar sangue,
agar BHI ou em caldo BHI, utilizando-se algas de inoculag&o estéril descartaveis, ou na auséncia das
mesmas, a propria agulha usada na inoculagéo;

e) Realizar a leitura das placas com 24 h para agar sangue e 48 h para agar BHI;

f) Ap0s inoculagéo, selar o orificio com esmalte;

d) ApOs a secagem do esmalte, borrifar alcool 70° INPM e retirar da cabine de seguranca
biolégica;

g) Incubar os ovos inoculados a 37°C + 2°C por 5 dias, realizando-se ovoscopias diarias;

h)  Descartar ovos inoculados que apresentarem mortalidade nas primeiras 24 horas;

i) Diariamente, registrar o niumero de ovos mortos em formulario préprio e armazena-los em
geladeira até o término do teste;

) Sacrificar os ovos que permaneceram viaveis até o final do teste, submetendo-os a temperatura
de refrigeracdo por 12 horas ou 1h30 em ultrafreezer.

3.45.3. Avaliacédo e colheita da membrana corioalantoide

a) Remover a casca dos ovos da regido da inoculacdo com auxilio de uma tesoura e/ou pinca e
verificar a existéncia de lesdes na MCA (membrana corioalantoide);
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b) Coletar as MCAs com auxilio de pinca e/ou tesoura em tubo de centrifuga contendo meio MEM
ou caldo BHI com solucédo de antibidticos e triturar;

c) Centrifugar a 1000 g por 10 minutos e coletar o sobrenadante;

d) Reinocular em, no minimo, 04 ovos embrionados SPF para realiza¢do da segunda passagem;

e) Encaminhar as amostras coletadas da segunda passagem em ovos para realiza¢do de PCR ou
gPCR.

3.4.6.Critérios de aceitacao
a) O teste sera valido se:

l. Os ovos destinados ao controle do meio ndo apresentarem mortalidade e atividade
hemaglutinante;

. Os ovos SPF nao inoculados, destinados ao controle, ndo apresentarem mortalidade e

lll. O controle de esterilidade dos in6culos for NEGATIVO.

3.4.7. Interpretagao dos resultados

a) Controle de esterilidade POSITIVO associado a mortalidade minima de 50% dos ovos
inoculados indicara que o inéculo utilizado na passagem devera ser filtrado em membrana de 0,22 um
de porosidade e/ou tratado com solucdo de antibioticos para posterior reinoculacao;

b)  Controle de esterilidade NEGATIVO: prosseguir as passagens;

c) Mortalidade acima de 50% nas primeiras 24h pés inoculacéo, reinocular;

d) S&o consideradas suspeitas de infeccdo pelo ILTV aquelas membranas que apresentarem
lesdes tipo “pox” e/ou espessamento; confirmar por PCR ou qPCR,;

e) Considerar o material POSITIVO quando houver deteccao de lesbes compativeis com infecgéo
por ILTV na MCA dos ovos inoculados e resultado de PCR ou gPCR POSITIVO;

f) Considerar o material NEGATIVO ap06s duas passagens consecutivas em ovos embrionados
SPF sem deteccéo de lesGes na MCA e confirmagéo da negatividade por PCR.

3.4.8. Emissao dos resultados

a) Os resultados deverao ser emitidos em documento denominado “Relatério de Ensaio” e
expresso como POSITIVO ou “NEGATIVO?;

b) Expressar a quantidade de aliquotas positivas ou negativas dentre o total de aliquotas
analisadas.

3.4.9. Descarte de Amostras e residuos

a) Antes da realizacdo do descarte de amostras e produtos de ensaio deverdo ser observados os
prazos minimos estabelecidos no item 3.4.10;

b) Os materiais descartados devem ser separados adequadamente entre residuos quimicos e
bioldgicos;

c) Todo material utilizado na realizagdo do ensaio deve ser imerso em cuba com solucao de 4cido
citrico 0,2%, hipoclorito de sddio 0,5% ou solu¢do para descontaminagao similar, por no minimo de 1
hora;

d) ApOs este periodo, todo o residuo bioldgico do ensaio deve ser submetido ao processo de
autoclavacdo apropriado. A efetividade da esterilizacdo deve estar comprovada em procedimentos
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préprios do laboratério e devem ser utilizados controles fisicos, quimicos e biolégicos para o
monitoramento do processo;

e) O laboratério deve assegurar a biosseguranca dos residuos gerados, e seguir as legislacdes
ambientais vigentes durante todo o processo do descarte.

3.4.10. Retencdo de itens de ensaio

a)  Armazenamento de in6culos

As aliquotas positivas devem ser mantidas pelo laboratério e armazenadas a -80°C ou temperaturas
inferiores por tempo indeterminado. As aliquotas armazenadas, assim como suas quantidades, devem
ser registradas em formulario préprio para fins de inventario. Aliquotas negativas podem ser
descartadas apoés a conclusao das andlises.

3.5. Extracdo de &cidos nucleicos para ensaios moleculares

3.5.1. Materiais

a) Luvas de procedimento nitrilica ou de latex isentas de po;

b) Pipetas graduadas;

c) Micropipetas e ponteiras;

d) Gaze ou papel toalha.

3.5.2. Equipamentos e instrumentos

a) Equipamento para extracdo automatizada de DNA e

b) Cabine de seguranca bioldgica com filtro HEPA classe Il ou estacdo de trabalho para PCR
(Workstation PCR) com luz UV germicida.

3.5.3. Insumos

a)  Agua livre de nucleases;

b)  Controle POSITIVO para ILTV;

c) Kit para extragdo de DNA.

3.5.4.Solucgbes

a)  Solucdo de alcool 70° INPM;

b)  Solugédo descontaminante de DNA e DNAses;

c)  Solucgéao de hipoclorito de sédio 0,5%.

3.5.5. Realizagéo do ensaio

3.5.5.1. Extragcado de &cidos nucleicos
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a) Realizar a extracdo de acidos nucleicos das amostras incubadas, de forma automatizada ou
manual, através de kits de extracdo de DNA especificos para o tipo de material a ser analisado,
seguindo as recomendacdes do fabricante;

b) Adicionar as seguintes amostras controle a cada procedimento de extracdo: controle
NEGATIVO (liquido alantoide ou dgua) e controle POSITIVO para ILTV;

c) O laboratério pode optar pelo uso de outro método de extracdo que ndo use kit, desde que
apresente verificacdo de desempenho comprovada pelo proprio laboratério.

3.6. Técnica de PCR convencional para detec¢do do virus da laringotraqueite infecciosa das
aves

3.6.1.Disposicdes gerais

a) O laboratério pode optar por realizar a técnica de PCR com kit comercial ou protocolo in house.
Ambos necessitam de comprovacgao de desempenho.

3.6.2. Materiais

a) Luvas de procedimento nitrilicas ou de latex isentas de po;

b)  Microtubos de volumes variados ou microplacas;

c) Microplacas ou microtubos para leitura Optica de RT-qPCR;

d) Tampas adesivas para microplacas para leitura éptica de RT-qPCR;
e) Ponteiras com filtro, estéreis, livres de DNAses e RNAses;

f) Estantes para microtubos;

g) Gaze ou papel toalha.

3.6.3. Equipamentos e instrumentos

a) Cabine de seguranca biolégica com filtro HEPA classe Il ou estacdo de trabalho para PCR
(Workstation PCR) com luz UV germicida;

b) Geladeira;

c) Freezer,

d) Micropipetas mono e multicanais de volumes regulaveis;

e) Termociclador para PCR em tempo real;

f)  Centrifuga refrigerada com rotores para microtubos;

g) Agitador de microtubos;

h) Microcomputador;

i) Equipamento para extracdo automatizada de acidos nucleicos (opcional).

3.6.4.Insumos

a)  Agua livre de nucleases;

b)  Solugcédo tampéo para PCR;

c) Solucgéao de cloreto de magnésio para PCR,;

d) Mix de dNTP;

e) Primers forward e reverse especificos para o virus ILTV;
f) Enzima Taq DNA Polimerase;
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g) Controle POSITIVO para ILTV,

h)  Corante para acidos nucleicos;

i) Marcador de peso molecular;

) Tampdao de carregamento;

k)  Gel de agarose;

1 Iniciadores (primers) especificos para deteccéo de ILTV (sugestdo de iniciadores apresentado
no QUADRO 1).

QUADRO 1. Sugestédo de oligonucleotideos para deteccao do virus da laringotraqueite infecciosa
das aves por PCR.
Alvo Primer forward Primer reverse Sondas Referéncia

Bl (1o round)- gE2AS: 5'-CGT
(1o round) gE1s: 5'-CGT ATA ACA ATG GTT CGG TCT

CCA TCC TAC AGA CGG CA- , Chacon &
Gene gE 3 20 rour;rdG)-G5f63AC cce N.A. Ferreira,
(20 round) gE3s: 5'-AGT CCT 2008

CTT ATA GCC ATC CCC A-3' | COC GACGAC GAAGT-

3
3.6.5.Solucgbes

a) Solucgéo de alcool 70° INPM;

b)  Solugédo descontaminante de DNA e DNAses.

3.6.6. Realiza¢éo do ensaio

3.6.6.1. Reacéo de amplificagdo de acido nucleico (PCR)

a) Realizar o ensaio em duas areas separadas: uma para o preparo do mix de reacado (sala de
pré-PCR), isenta de material genético e amplicons, e outra para a transferéncia de DNA para placa ou
microtubos (sala de PCR);

e) Antes e apds o preparo do mix de reacdo, descontaminar a cabine e os materiais a serem
utilizados com solucdo descontaminante (para DNA, RNA, proteinas e nucleases) e/ou alcool 70°
INPM;

b)  As micropipetas utilizadas para o preparo do mix de reacdo e adigcdo das amostras devem ser
exclusivas para tais finalidades.

3.6.6.2. Preparo do mix de reacéo

a) Preparar o mix de reacdo de acordo com protocolos validados e especificos para o agente
pesquisado (ILTV) em quantidade suficiente para o namero de amostras a serem testadas,
considerando algumas a mais;

b)  Adicionar o mix de reac&o a cada poco da microplaca (ou microtubos);

c) Devem ser incluidos nas analises:

l. Controle POSITIVO para ILTV,

ll.  Controle NAO DETECTADO da extracao;

[ll.  Branco (agua livre de nucleases);

IV. Controle DETECTADO e NAO DETECTADO do kit utilizado (se houver).
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3.6.6.3. Reacédo de PCR

a) ApoOs o preparo do mix, adicionar o DNA nos pocos da placa ou em microtubos identificados
com a numeracao da amostra a ser testada;

b) Realizar a amplificacdo em termociclador certificado, conforme as especificagbes de
temperatura do protocolo utilizado.

3.6.6.4. Eletroforese

a) Preparar o gel de agarose em concentragdo adequada ao protocolo de PCR utilizado. Adicionar
um corante para acidos nucleicos em proporcao suficiente para visualizacao das bandas;

b) Para a corrida das amostras, adicionar tampéo de carregamento ao produto de PCR;

c) Aplicar marcador de peso molecular em um dos pocos do gel;

d) Realizar a corrida em cuba de eletroforese, utilizando o tempo e a voltagem adequados para o
volume do gel e o protocolo de PCR utilizado;

e) Visualizar o gel sob luz ultravioleta, fotografar com o auxilio de um fotodocumentador e analisar
o resultado.

3.6.7. Critérios de aceitagcdo do ensaio

a) As amostras do controle POSITIVO para ILTV devem apresentar bandas de tamanhos
correspondentes aos amplicons do protocolo utilizado;

b)  As amostras de controle NEGATIVO (controle NEGATIVO da extracdo, controle heterélogo e
branco) ndo devem apresentar bandas de amplificacao.

3.6.8. Interpretagcdo dos resultados

a) As amostras de controle POSITIVO para ILTV devem apresentar bandas de tamanhos
correspondentes aos amplicons do protocolo utilizado;

b)  As amostras de controle NEGATIVO (controle NEGATIVO da extragdo e branco) ndo devem
apresentar bandas de amplificacao;

c) Comparar os resultados das amostras testadas ao das amostras controle, a fim de classifica-
las como positivas ou negativas;

d) A leitura das bandas deve ser clara e livre de amplicons inespecificos para o teste ser
considerado satisfatorio;

e) Qualquer amostra questionavel devera ser retestada.

3.6.9. Emisséo dos resultados

a) Os resultados deverao ser emitidos em documento denominado “Relatério de Ensaio” e
expressos como “POSITIVO” ou “NEGATIVO”;

b) Expressar a quantidade de aliquotas positivas ou negativas dentre o total de aliquotas
analisadas.

3.6.10. Descarte das amostras e residuos

a) Antes da realizac&o do descarte de amostras e produtos de ensaio dever&o ser observados os
prazos minimos estabelecidos no item 3.6.11;
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b) Os materiais descartados devem ser separados adequadamente entre residuos quimicos e
biol6gicos;

c¢) Todo material utilizado na realizacdo do ensaio deve serimerso em cuba com solucéo de &cido
citrico 0,2%, hipoclorito de sddio 0,5% ou solugdo para descontaminacao similar, por no minimo de 1
hora;

d) ApOds este periodo, todo o residuo biolégico do ensaio deve ser submetido ao processo de
autoclavacdo apropriado. A efetividade da esterilizagdo deve estar comprovada em procedimentos
préprios do laboratério e devem ser utilizados controles fisicos, quimicos e biolégicos para o
monitoramento do processo;

e) O laboratério deve assegurar a biosseguranca dos residuos gerados, e seguir as legislacdes
ambientais vigentes durante todo o processo do descarte.

3.6.11. Retencdo de Itens de Ensaio

a) Amostras negativas poderdo ser descartadas imediatamente apos a emissdo do Relatério de
Ensaio;

b) Amostras positivas de qualquer origem devem ser armazenadas a -80°C ou temperaturas
inferiores de forma permanente, incluindo todos os registros e documentacéo pertinente, devendo as
mesmas serem registradas e controladas pelo laboratério responsavel pela andlise.

3.7. Técnicade gPCR para deteccao do virus da laringotraqueite infecciosa das aves
3.7.1.Disposic¢des gerais

a) O laboratério pode optar por realizar a técnica de PCR em tempo real com kit comercial ou
protocolo in house. Ambos necessitam de comprovacao de desempenho.

3.7.2.Materiais

a) Luvas de procedimento nitrilicas ou de latex isentas de po;

b)  Microtubos de volumes variados ou microplacas;

c) Microplacas ou microtubos para leitura optica de RT-qPCR;

d) Tampas adesivas para microplacas para leitura éptica de RT-qPCR;
e) Ponteiras com filtro, estéreis, livres de DNAses e RNAses;

f) Estantes para microtubos;

g) Gaze ou papel toalha.

3.7.3. Equipamentos e instrumentos

a) Cabine de seguranca biol6gica com filtro HEPA classe Il ou estacdo de trabalho para PCR
(Workstation PCR) com luz UV germicida;

b) Geladeira;

c) Freezer;

d) Micropipetas mono e multicanais de volumes regulaveis;

e) Termociclador para PCR em tempo real;

f) Centrifuga refrigerada com rotores para microtubos;

g) Agitador de microtubos;

h) Microcomputador;
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i) Equipamento para extracdo automatizada de acidos nucleicos (opcional).
3.7.4. Insumos

a)  Agua livre de nucleases;

b)  Controle POSITIVO para ILTV;

c) Kit para amplificagéo do ILTV por qPCR;

d) Iniciadores (primers) e sondas especificos para a deteccdo do ILTV por PCR em tempo real
(sugestéao de iniciadores apresentado no QUADRO 2).

QUADRO 2. Sugestao de oligonucleotideos para detec¢cdo do DNA do virus da laringotraqueite
infecciosa das aves por qPCR.

Alvo Primer forward Primer reverse Sondas Referéncia
Gene gC-f: 5'-CCT TGC gC-r: 5-TTC GTG GGT gC-probe: 5'-d
gC GTTTGAATTTTT | TAG AGG TCT GT-3' FAM-CAG CTC Callison,
CTG-3' GGT GAC CCC 2007.
ATT CTA-BHQ-1-
3

3.7.5. Solugdes

a) Solucgéo de alcool 70° INPM;
b)  Solugéo descontaminante de DNA e DNAses;
c)  Solucgéo de hipoclorito de sddio 0,5%.

3.7.6. Realizacdo do ensaio
3.7.6.1. Reacdo de amplificagdo de acido nucleico por gPCR

a) Realizar o ensaio em duas areas separadas: uma para o preparo do mix de reacado (sala de
pré-PCR) isenta de material genético e amplicons, e outra para a transferéncia de DNA para placa ou
microtubos (sala de PCR);

b) Antes e ap0s o preparo do mix de reagdo, descontaminar a cabine e os materiais a serem
utilizados com solucdo descontaminante (para DNA, RNA, proteinas e nucleases) e/ou alcool 70°
INPM;

c) As micropipetas utilizadas para o preparo do mix de reacéo e adicdo das amostras devem ser
exclusivas para tais finalidades.

3.7.6.2. Preparo do mix de reacéo

a) Preparar o mix de reacdo de acordo com protocolos validados e especificos para o agente
pesquisado (ILTV) em quantidade suficiente para o numero de amostras a serem testadas,
considerando algumas a mais;

b)  Apods o preparo do mix, adicionar o DNA nos pocos da placa ou em microtubos para leitura
Optica;

c) A adicdo de DNA e das amostras controle deve ser realizada em uma area distinta do preparo
do mix (sala de PCR);

d) Devem ser incluidos nas analises:
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l. Controle POSITIVO para ILTV,

II.  Controle NEGATIVO da extracéo;

lll.  Branco (agua livre de nucleases);

IV. Controle POSITIVO e NEGATIVO do kit utilizado (se houver).

3.7.6.3. Reacédo de gPCR

a) Selar a placa com adesivo Optico ou fechar a tampa dos microtubos. Verificar se ha bolhas no
fundo do poco e/ou goticulas na parede dos pocos da placa ou tubo. Caso isto ocorra, centrifugar
brevemente para reduzir as bolhas e para que o conteddo se posicione na parte inferior da placa ou
tubo;

b) Iniciar e entrar com os dados no software do termociclador (identificacdo das amostras e
selecdo dos fluoroforos), conforme especificacdes do fabricante;

c) Inserir a placa ou os tubos no termociclador, salvar o arquivo e iniciar a corrida;

d) Ao finalizar, salvar os dados e interpretar os resultados.

3.7.7. Critérios de aceitacdo do ensaio

a) Para avalidacdo do ensaio, o controle POSITIVO do kit e o controle interno devem apresentar
uma curva sigmoide (em forma de S) e um Ct satisfatorio (conforme especificacdes do fabricante);

b) O controle NEGATIVO deve ter Ct indeterminado ou maior que o limite do kit. O grafico do
controle NEGATIVO deve apresentar tragos de fluorescéncia na linha de base durante todo o ensaio.
Esses tracos ndo devem apresentar curva sigmoide ou um aumento gradual na fluorescéncia.

3.7.8. Interpretacdo dos resultados

a) Ao analisar os resultados da corrida, o operador deve avaliar os seguintes componentes:
controle POSITIVO, controle NEGATIVO, controle da extracao, background de fluorescéncia e graficos
de amplificacdo de cada amostra individualmente. Apdés a validacdo do ensaio, interpretar os
resultados conforme especificacdes do fabricante;

b)  Qualquer amostra questionavel devera ser retestada.

3.7.9.Emissao dos resultados

a) Os resultados deverao ser emitidos em documento denominado “Relatério de Ensaio” e
expressos como “POSITIVO” ou “NEGATIVO”, ou de acordo com o preconizado pelo fabricante;

b) Expressar a quantidade de aliquotas positivas ou negativas dentre o total de aliquotas
analisadas.

3.7.10. Descarte das amostras e residuos

a) Antes da realizacdo do descarte de amostras e produtos de ensaio dever&o ser observados os
prazos minimos estabelecidos no item 3.7.11;

b) Os materiais descartados devem ser separados adequadamente entre residuos quimicos e
biolégicos;

c) Todo material utilizado na realizacéo do ensaio deve ser imerso em cuba com solucao de acido
citrico 0,2%, hipoclorito de sddio 0,5% ou solucdo para descontaminagdo similar, por no minimo de 1
hora;
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d) ApOs este periodo, todo residuo biolégico do ensaio deve ser submetido ao processo de
autoclavacdo apropriado. A efetividade da esterilizagdo deve estar comprovada em procedimentos
préprios do laboratério e devem ser utilizados controles fisicos, quimicos e biolégicos para o
monitoramento do processo;

e) O laboratério deve assegurar a biosseguranca dos residuos gerados, e seguir as legislacdes
ambientais vigentes durante todo o processo do descarte.

3.7.11. Retencdo de Itens de Ensaio

a) Amostras negativas poderdo ser descartadas imediatamente apds a emissdo do Relatorio de
Ensaio;

b) Amostras positivas de qualquer origem devem ser armazenadas a -80°C ou temperaturas
inferiores de forma permanente, incluindo todos os registros e documentacdo pertinente, devendo as
mesmas serem registradas e controladas pelo laboratério responsavel pela andlise.
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Seccgao 2.2

Bovinos
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CAPITULO 2.2.1
ENCEFALOPATIA ESPONGIFORME BOVINA — EEB

1. Amostras
S&o consideradas amostras para o diagndstico da EEB:

1.1. Identificacéo do Agente
a) Tronco enceféalico incluindo o ébex, + 3,0 cm rostral e caudal.;
b) Medula espinhal;
c) Bulbo;
d) Ponte;
e) Mesencéfalo;
f) Talamo;
g) Cérebroe
h) Cerebelo
* O Tronco encefalico incluindo o 6bex € o material de eleigcéo.

* Coletar no minimo 5¢g de tecido

2. Recebimento das Amostras

2.1. Disposic¢des Gerais

2.1.1. Para atendimento aos Programas e Controles Oficiais do MAPA os Laboratorios credenciados
somente receberdo as amostras previstas na legislagdo em vigor para as finalidades e ensaios
previstos no seu escopo de credenciamento.

2.1.2. Deveréo ser obedecidos os critérios estabelecidos no capitulo de verificagdo de conformidade
de amostras.

2.1.3. As amostras deverdo ser encaminhadas ao laboratério, individualmente e obedecendo a
critérios de biosseguranca.

3. Técnicas de Diagndéstico

3.1. Disposic¢des Gerais

3.1.1. Somente poderao ser utilizados insumos de diagndstico que tenham registro no MAPA ou
segundo legislagdo em vigor;

3.1.2 Todos os insumos utilizados na andlise devem ser controlados, previamente testados e
aprovados;
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3.1.3. O laboratério devera realizar os ensaios obedecendo as temperaturas preconizadas pelo
fabricante dos insumos:

a) Quando esta informacdo ndo constar na bula o laboratério devera consultar o fabricante,
mesmo que a indicacdo seja de realizacdo a temperatura ambiente.

b)  Quando néo informado pelo fabricante, serdo considerados como temperatura ambiente (TA),
valores de temperatura entre 18 e 26°C.

3.1.4. Antes da utilizagdo dos insumaos, realizar a avaliacdo de todos os parametros referentes aos
lotes e valores de ponto de corte dos critérios interpretacdo dos resultados;

3.1.5. O laboratério deve estabelecer um meio de avaliagdo apropriado para todos 0s insumos
utilizados nos ensaios;

3.1.6. Devem ser retidos os registros dos controles dos ensaios realizados, devendo ser registrada
data e responsavel de todas as etapas realizadas para cada amostra analisada;

3.1.7. Os resultados encontrados para cada amostra e controles, dados dos insumos utilizados e
outras informacdes pertinentes devem ser registrados em formularios proprios do laboratorio;

3.1.8. Os analistas devem receber treinamento adequado sobre os riscos relacionados a EEB e
Scrapie e os procedimentos de biosseguranca sdo seguidos;

3.1.9. Preferencialmente, area de trabalho e equipamentos dedicados;

3.1.10. Substituir vidro por plasticos, sempre que possivel.

3.2. Ensaio Imunoenzimatico (ELISA)
3.2.1 Materiais

a) Provetas graduadas;

b) Pipetas graduadas;

c) Ponteiras descartaveis;

d) Placas 96 cavidades;

e) Tubos de disrupgdo de amostra;

f) Descartador de ponteiras;

g) Reservatorios para solugdes (cubetas);

h)  Papel absorvente;

i) Caneta para identificacao;

) Cubas para descarte de materiais resistente a autoclavacao;

k)  Recipientes para descarte de residuo quimico;

)i Coberturas adesivas e coberturas em plastico rigido para placas 96 pocos;

m) Tubos para diluicdo de reagentes;

n)  Microtubos 1.0 a 2.0 mL, compativeis com bloco de aquecimento seco 70 °C (opcional);

0) Instrumentos descartaveis para disseccdo de amostra (exemplo: facas plasticas);

p) Material descartavel para pesagem e acondicionamento (exemplo: saco plastico, placa de
Petri, prato)

q) Sacos plasticos para autoclave, resistentes a temperatura superior a 134°C;

r) Caneta permanente ou similar para identificagéo dos tubos;

s) Equipamentos de protecao, tais como: luvas de nitrila, sapatos e 6culos de protegéao.

3.2.2 Equipamentos e Instrumentos
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a) Cabina de Seguranca Bioldgica (CSB) II;

b) Balanga;

c) Micropipetas mono e multicanais

d) Homogeneizador de amostras;

e) Leitora de ELISA - placas para 96 cavidades
f) Computador;

g) Lavadora de microplacas (opcional);

h)  Agitador de placas tipo thermoshaker;

i) Bloco de aquecimento seco 70 °C, para tubos de microcentrifuga de 1.0 a 2.0 mL (opcional);
)] Freezer/Ultrafreezer,

k)  Refrigerador;

) Timer de contagem regressiva,

m) Termdmetros.

3.2.3 Insumos

a) Kit de ELISA para detecgéo de proteina pridnica PrPsc em tecido sistema nervoso de
ruminantes;

3.2.4 Solugdes

a) No preparo das solugBes devem ser utilizados somente os reagentes fornecidos pelo fabricante,
ou aqueles por ele indicados;

b) Conjugados, substratos e solugdo de parada deverdo ser utilizados obedecendo-se as
condigbes do fabricante;

c¢) No preparo da solucéo de lavagem deve-se assegurar que nao existem cristais precipitados na
solucdo concentrada;

d) Diluir as solucdes utilizando agua ultrapura ou destilada conforme instru¢des do fabricante e
homogeneizar bem.

3.2.5 Realizac&o do ensaio
3.2.5.1 Preparo das amostras

a) Realizar a preparagdo da amostra em Cabine de Seguranca Bioldgica;

b)  N&o utilizar solugéo desinfetante;

c) Tecido nervoso: Bulbo na altura do 6bex (FIGURAS 1 a 3);

d) A amostra de elei¢cdo para o ELISA é o 6bex (FIGURA 1), sendo no maximo 1,5 cm rostral ao
mesmo;

e) Posicionar o tronco encefélico com a sec¢do em forma de V para cima;

f) Retirar uma porcdo da hemisseccdo do 6bex, na faixa de peso 0,25 a 0,35g com facas
descartaveis (FIGURA 2);

g) Colocar no tubo de disrupcéo

h) Uma hemisseccdo e o restante de amostra permanece disponivel para os testes de
confirmacéo, conservada sob congelamento;
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FIGURA 1: Localizagdo do 6bex FIGURA 2: Hemissecc¢éo do ébex

Fonte: LFDA/PE Fonte: LEDA/PE

FIGURA 3: Corte transversal do 6bex indica as principais localizagdes do prion: 1- tracto solitério, 2- nacleo
do nervo trigémeo, 3- nicleo motor dorsal do vago

Fonte: OIE - Terrestrial Manual 2021

)] Dispor no homogeneizador os tubos de homogeneizacao contendo as amostras. Homogeneizar
conforme orientacédo do fabricante do kit.

) Caso o fabricante determine procedimentos diferentes dos estipulados nos itens anteriores,
estas novas determinacdes devem ser adotadas.

3.2.5.2 Realizacdo do Ensaio
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a) Para realizacdo dos ensaios de ELISA devem ser consideradas as orientagdes do fabricante
do kit de diagnostico utilizado. Atentar para ocorréncia de atualiza¢éo na bula do kit, principalmente
em mudancas de lote;

b) A ordem de execucgdo das etapas do ensaio, duragédo, volumes utilizados e temperatura de
incubacéo variam de acordo com fabricante do kit utilizado;

c) Homogeneizar gentiimente todos reagentes e amostras antes do uso;

d) Nas etapas de incubacgédo, as placas devem ser seladas para se evitar evaporagao;

e) As placas devem ser lavadas com a solucao indicada pelo kit. Apés a ultima lavagem remover
residuos em um material absorvente (exemplo: papel toalha). Deixar as placas secas 0 minimo de
tempo possivel, ndo excedendo 5 minutos entre os passos de lavagem e adi¢cdo de reagentes;

f) Decorridas todas as etapas do teste, realizar a leitura da absorbancia na leitora de ELISA
utilizando filtro com comprimento de onda indicado nas instru¢des do fabricante do kit.

3.2.6. Critérios de aceitagdo do ensaio

O resultado do ensaio sera considerado valido somente se as DOs dos controles estiverem dentro
dos limites aceitaveis e determinados pelo fabricante. Caso contrario, o ensaio deve ser repetido.

3.2.7 Interpretacédo dos resultados

a) Ainterpretacdo dos resultados se baseia na absorbancia da amostra;

b)  Amostras cujas DOs sao inferiores ao valor de “cutoff” sdo consideradas negativas;

c) Amostras cujas DOs sdo iguais ou superiores ao valor de “cutoff’, sdo consideradas como
inicialmente reativas para PrPsc e sdo novamente testadas conforme recomendacéo do fabricante do
kit;

d) Se as repeticdes forem inferiores ao “cutoff’, a amostra é considerada negativa. Se um dos
valores repetidos for igual ou superior ao valor do “cutoff’, a amostra é considerada reativa e é realizado
0 ensaio confirmatorio.

e) Toda amostra reativa em teste rapido deve ser direcionada para teste confirmatério.

3.2.8 Emissao dos resultados

a) Os resultados deverao sao emitidos em documento denominado “Relatério de Ensaio” e
expressos como “Detectado” e “Nao detectado” ou de acordo com o preconizado pelo fabricante do
insumo (kit de diagnéstico);

b) As amostras com resultados diferentes de Nao detectado no ELISA deverao ser encaminhadas
para o Laboratério Federal de Defesa Agropecuario (LFDA) designado para realizar a confirmacao
através do ensaio complementar de IHQ, prevalecendo o resultado deste;

3.2.9 Descarte das amostras e residuos

a) Antes da realizagdo do descarte de amostras e suas aliquotas deverdo ser observados os
prazos minimos estabelecidos no item 4. Retencéo de Itens de Ensaio;

b) Realizar a conferéncia das amostras antes do descarte e registrar em formulario proprio.

c) Os residuos devem ser separados antes do descarte e destinados conforme legislacao
ambiental;

d) Todo o material biolégico utilizado na realizagdo do ensaio deve ser submetido ao
processamento em autoclave por no minimo 134°C por 18 minutos e encaminhado para incineracgao,
conforme legislacdo ambiental. O monitoramento da esterilizacdo deve estar comprovado em
procedimentos préprios do laboratorio;
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e) O laboratorio deve assegurar a biosseguranca dos residuos gerados, e seguir as legislacdes
ambientais vigentes durante todo o processo do descarte.

3.3. Ensaio Imuno-histoquimico — IHQ
3.3.1 Materiais

a) Cuba de vidro com tampa compativel com o berco para amostras a serem coradas;

b) Papel absorvente;

c) Estantes para desparafinizacdo de laminas;

d) Tubo de ensaio para diluicdo do anticorpo;

e) Papel de filtro qualitativo;

f) Funil,

g) Ponteiras compativeis com as micropipetas utilizadas;

h) Descartador de ponteiras;

i) Papel Aluminio;

j) Pissetas, preferencialmente graduadas;

k) Provetas graduadas;

|) Sacos para residuo infectante;

m) Sacos plasticos para autoclave, resistentes a temperatura igual ou superior a 134°C;

n) Lamina polarizada dimenses 75 mm x 25 mm com borda pintada curta maxima 19 mm x 25mm,
compativel com uso em Shandon/Sequenza: semelhante a Super Frost Ultra Plus;

0) Laminulas de vidro;

p) Suporte de lamina Shandon/Sequenza;

q) Berco autoclavavel, usado como suporte para coloracéo de laminas;

r) Cuba para imersao de laminas resistente a autoclave 121°C a 123°C/25 minutos.

3.3.2 Equipamentos e Instrumentos

a) Processador de tecidos para histologia (opcional);
b) Micrétomo;

c) CSBClasse ll B 2;

d) Estufa de Incubacédo Bacteriol6gica;

e) Agitador de tubos, tipo vortex;

f)  Micropipetas Monocanais;

g) Pipetador automatico;

h) Autoclave programavel que realize inclusive ciclo de 134°C por no minimo 18 minutos;
i)  Microscoépio 6ptico;

j)  Timer de contagem regressiva,;

k) Refrigerador;

) Termdmetros.

3.3.3 Insumos

a) Agua deionizada;

b)  Xilol grau histolégico P.A./ACS;

c) Alcool etilico absoluto P.A.;

d) Peroxido de Hidrogénio a 30% P.A,
e) Acido Férmico 98-99%, P.A;
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f) Solucao Target Retrieval (Dako K8005 50X - Target Retrieval solution, pH baixo);

g) Anticorpo Monoclonal F99/97.6.1 (VMRD);

h)  Soro caprino normal;

i) EnVision™+ Dual Link System-HRP (Dako K 4061) — kit de deteccéo;

)] DAB Liquido 3,3'-diaminobenzidina tetrahidrocloreto (Dako 3468);

k)  Hematoxilina de Harrys;

) Hidroxido de Aménio em Solucdo Aquosa (NH.OH, PM 35,05 g/mol, concentragéo 28 % - 30
%, aproximadamentel5N);

m)  Meio de montagem nao aquoso (ex. Entellan);

n)  TRIS Base (hydroxymethyl) aminomethane (NH.C(CH2OH)3, PM 121,14 g/mol);

0) Acido Cloridrico Concentrado (HCI, PA, 36,5%, PM 36,46 g/mol);

p) Cloreto de sodio (NaCl, PM 58,44 g/mol);

q) Tween 20 (Monooleato Polioxietileno Sorbitano).

3.3.4 Solucbes

a)  Solucéo de Alcool etilico 95%;

b)  Solucdo de Alcool etilico 80%;

c)  Solugéo Tris Tween 20 (50MM TRIS-HCL, 300 MM NACL, 0,1% TWEEN 20, pH7.6);
d) Solugéo Tris HCI 0,1 mol/L, pH 7.6;

e) Solugdo Aquosa de Amodnia 37 mM,;

f) Solucgéo de Peroxido de Hidrogénio a 3% em agua;

g) Solucdo de Recuperacéo (Target Retrieval) diluida 1:50 em agua,;

h)  Solug&o de 5% de soro caprino em Tris Tween 20;

i) Anticorpo 1:18.000 em solug&o Tris Tween 20;

)] Solugéo de DAB diluido conforme fabricante.

3.3.5 Realizac&o do ensaio

3.3.5.1 Preparo dos reagentes/solucdes

a)  Quando nao determinado pelo protocolo, diluir a solu¢gdes utilizando agua ultrapura destilada e
homogeneizar bem;

b) A bateria de reagentes da fase pré-kit € composta por cubas de vidro com tampas e
identificacdes dos reagentes: xilol (cubas 1 e 2); alcool etilico absoluto (cubas 1 e 2); &lcool 95% (cubas
1 e 2); alcool 80% (cubas 1 e 2);

c) Asolucdo de Acido Férmico pode ser mantida em cuba e reutilizada em até cinco vezes;

d) Preparar no momento ou proximo ao uso as solucdes: Peroxido de Hidrogénio 3%,
Recuperacao Antigénica, Anticorpo diluido e Cromégeno DAB,;

e) Filtrar a hematoxilina em papel de filtro qualitativo no dia do uso;

f) N&o permitir que as laminas sequem em nenhuma das etapas da imuno-histoquimica.

3.3.5.2 Preparo das amostras

a) Realizar a preparacdo da amostra em Cabine de Seguranca Bioldgica;

b) Amostra de eleicdo a ser testada: constituida por fragmento de bulbo, proximo ao Obex,
devidamente fixado em formol a 10% tamponado. Incluir fragmento de cerebelo, sempre que
disponivel;
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c) Etapas iniciais do processamento: as fases pré-analiticas sdo de técnicas comuns histoldgicas:
Fixacao; Clivagem; Processamento Histoldgico; Inclusdo em Parafina e Microtomia.

3.3.5.3 Desparafinizacao

a) Realizar preferencialmente no mesmo dia do ensaio;
b) Incubar a 54 °C a 62 °C por aproximadamente uma hora;
c) Retirar e deixar em temperatura ambiente até secar por no minimo 30 minutos.

3.3.5.4 Técnica de Imuno-histoquimica - IHQ

a) Todas as etapas sao executadas a 21°C a 25°C, exceto quando indicado. As
solucdes/reagentes de coloragcdo sdo usadas na temperatura ambiente (TA);

b)  Colocar as laminas no berco de coloracao;

c) ApOs imergir o berco em cada reagente/solucdo, escorrer em papel toalha, antes de imergir
na préxima cuba.

3.3.5.4.1 Desparafinizagdo/Reidratacdo dos Tecidos

a) Imergir em Xilol e incubar por 4 minutos. Duas vezes;

b) Imergir em Alcool Etilico Absoluto e incubar por 2 minutos. Duas vezes;
c) Imergir em Alcool Etilico a 95% e incubar por 2 minutos. Duas vezes;
d) Imergir em Alcool Etilico a 80 % e incubar por 2 minutos. Duas vezes;
e) Imergir em agua deionizada por dez vezes.

3.3.5.4.2 Bloqueio da Peroxidase Enddgena

a) Imergir em Solucao de Perédxido de Hidrogénio a 3% em agua, recém preparada, incubar por
10 minutos;

b) Imergir em agua deionizada por dez vezes. As laminas podem permanecer na agua por
algumas horas, se necessario.

3.3.5.4.3 Ativacao do Antigeno

a)  Imergir em Acido Férmico 98-99%, incubar por 5 minutos;

b) Imergir em agua deionizada por dez vezes;

¢) Imergir em Solucéo Tris HCI 0,1M pH 7,6 por 3 trocas (3 minutos, 2 minutos e 2 minutos);

d)  Transferir o suporte com as laminas para um recipiente resistente ao calor, contendo a Solugéo
de Recuperacao (Target Retrieval) previamente diluida 1:50, envolver em papel aluminio e processar
em autoclave a 121°C a 123°C por 25 minutos;

e) Resfriar;

f) Manter as laminas em Solucdo Tris Tween 20 até a montagem em Sistema Shandon-
Sequenza;

g) Montar as laminas no Sistema Shandon-Sequenza (FIGURAS 4 a 9). Pipetar 100 L de Solugéo
Tris Tween 20 e incubar por 5 minutos.

3.3.5.4.4 Montagem no Sistema Shandon-Sequenza

FIGURA 4: Montagem da rack Sistema FIGURA 5: Rack montada do Sistema
Shandon-Sequenza Shandon-Sequenza
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Fonte: LFDA-PE Fonte: LFDA-PE

FIGURA 8: LaAmina montada no Clip
Sistema Shandon-Sequenza FIGURA 9: Lamina com reagente, montada no

Sistema Shandon-Sequenza. Fonte: LFDA-PE

Fonte: LFDA-PE Fonte: LFDA-PE

3.3.5.4.5 Imunocoloracao

a)
b)

Pipetar 100 pL de solucéo de 5 % de soro caprino em Tween 20 e incubar por 15 minutos;
Pipetar 100 pL de solugéo de anticorpo diluido 1:18000, incubar TA por uma hora ou incubar a

4°C a 8°C overnight;

c)
d)
e)

f)

Adicionar Solucéo Tris Tween 20 com pisseta e incubar por 5 minutos, duas vezes;
Pipetar 100 pL do kit de deteccéo (Envision) e incubar por 30 minutos;

Adicionar Solucéo Tris Tween 20 com pisseta e incubar por 5 minutos, duas vezes;
Adicionar agua deionizada com pisseta e incubar por 2 minutos, duas vezes;
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g) Pipetar 100 pL de cromoégeno DAB incubar de 5 a 30 minutos (média 10 minutos)
Opcionalmente monitorar, microscopicamente, o tempo de incubagdo até que a intensidade de
coloracdo desejada seja obtida;

h)  Adicionar 4gua deionizada com pisseta e incubar por 2 minutos, duas vezes;

)] Retirar as laminas do Sistema Shandon-Sequenza, colocar no berco;

) Imergir (1 banho) em Solugéo de Hematoxilina de Harrys;
k)  Imergir em 4gua destilada, deionizada ou potavel, por no minimo 4 vezes;
1 Imergir em Solu¢do de Amoénia 37mM por até 10 vezes, ou até que seja perceptivel a mudanga

da coloracao do corte histoldgico para azul;
m)  Imergir em 4gua deionizada e incubar por 2 a 5 minutos;

n) Imergir em Alcool Etilico a 80 % e incubar por 2 minutos. Duas vezes;
0) Imergir em Alcool Etilico a 95% e incubar por 2 minutos. Duas vezes;
p) Imergir em Alcool Etilico Absoluto e incubar por 2 minutos. Duas vezes;

q) Imergir em Xilol e incubar por 4 minutos. Duas vezes;
r Manter no Xilol durante a montagem das laminas em Entellan.

3.3.5.4.6 Montagem das laminas

a) Dispor a lamina horizontalmente com o corte voltado para cima, pingar duas gotas de meio de
montagem n&o aquoso sobre o corte histolégico. Ajustar a quantidade de gotas conforme o tamanho
do corte;

b) Colocar a laminula encostando-a no meio de montagem numa angulacdo aproximada de 45°
(FIGURA 10), soltando-a lentamente em direcdo ao corte para que ndo haja formagéo de bolhas. Esta
etapa pode ser feita de forma contréaria, posicionando a lamina em cima da laminula (FIGURA 11),
conforme preferéncia do executor.

FIGURAs 10 Montagem da lamina FIGURA 11 Montagem da lamina

Fonte LFDA-PE Fonte LFDA-PE

3.3.5.5 Critérios de aceitacao

a) Para cada rodada sdo usados controles positivos e negativos, distribuidos preferencialmente
no inicio e final da rodada. A rodada de provas é considerada valida quando os controles-funcionam
adequadamente;

b)  Quando os controles ndo funcionarem adequadamente, repetir a prova.
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3.3.6 Interpretacédo dos resultados

a) Realizar a leitura em microscépio Optico. Sdo observadas as reacdes caracteristicas em
marrom nos cortes positivos (FIGURAS 12 e 13) e a coloragéo totalmente azul nos cortes negativos
(FIGURAS 14 e 15).

FIGURA 12: presenca de FIGURA 13: presenca de
imunomarcacéo em aumento de 400 imunomarcacdo em aumento de 400

Fonte: LFDA-PE Fonte: LFDA-PE

FIGURA 15: auséncia de imunomargacao em
aumento de 100 vezes

FIGURA 14: auséncia de
imunomargacdo em aumento de 400

Fonte: LFDA-PE Fonte: LFDA-PE
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3.3.6.1 Amostra de Tecido Nervoso

a) Positivo: quando precipitado marrom caracteristico (FIGURAS 12 e 13) é observado nos
neurdnios e/ou demais células nervosas que compdem o 6bex ou segmento do SNC mais préximo (na
auséncia do O6bex). Os tipos de imunomarcacdes descritas na IHQ para as Encefalopatias
Espongiformes Transmissiveis sdo as citadas abaixo:

I.Imunomarcacgéo particulada no neurdépilo da substancia cinzenta (dendritos) é a principal forma de
imunomarcacdo especifica para a doenca. As areas mais comumente afetadas na EEB sdo o
tratoespinhal do nucleo trigémio, 0 nucleo e o trato solitario, e o nucleo dorsal do vago;

Il.  Concentrado granular ou particulado margeando neurénios e seus prolongamentos;

lll.  Imunomarcacdo granular fina ou particulada intraneuronal nos nucleos alvo;

IV.  Depdsitos lineares de proteina pribnica associados com dendritos;

V. Imunomarcacdo estrelar (reticular) multifocal, provavelmente associada as células da glia;

VI.  Imunomarcacdo fibrilar, granular ou particulada ao redor de vasos sanguineos e epéndima;

VIl. Intensa imunomarcacdo em forma de “placas”. Comumente observadas na Doenca Cronica

Depauperante dos cervideos, menos comum no Scrapie e rara na EEB.

b) Negativo: quando ndo h& precipitado marrom granular caracteristico, estando o corte
histol6gico totalmente corado em azul (FIGURAS 14 e 15).

c) Inconclusivo: quando hd imunomarcacao inespecifica;

d) Imprépria: amostra sem condi¢cfes para analise apés repeticdes.

3.3.7 Emissao dos resultados

a) Os resultados deverdo ser emitidos em documento denominado “Relatério de Ensaio” e
expressos como “Positivo”, “Negativo”; “Inconclusivo” ou “Imprépria”

3.3.8 Descarte das amostras e residuos

a) Antes da realizacdo do descarte de amostras e suas aliquotas, deverdo ser observados os

prazos minimos estabelecidos no item 4. Retencéo de Itens de Ensaio;

b) Realizar a conferéncia das amostras antes do descarte e registrar em formulério préprio.

c) Os materiais descartados devem ser separados adequadamente entre residuos quimicos e
biolbgicos;

d) Todo o material biolégico utilizado na realizacédo do ensaio deve ser submetido ao processo de
“esterilizagdo” em autoclave por no minimo 134°C por 18 minutos e encaminhado para incineracgéo,
conforme legislagdo ambiental. O monitoramento da esterilizagdo deve estar comprovado em
procedimentos préprios do laboratorio;

e) O residuo quimico (reagentes e/ou amostras fixadas em formol) deve ser identificado e
encaminhado para incineragdo, conforme legislagcdo ambiental;

f) O laborat6rio deve assegurar a biosseguranca dos residuos gerados, e seguir as legislagfes
ambientais vigentes durante todo o processo do descarte.

4. Retencéo de itens de ensaio

a) Asamostras negativas sdo retidas e descartadas apos no minimo 30 dias do envio do resultado.
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a) Amostras positivas de qualquer origem devem ser armazenadas de forma permanente incluindo
todos os registros e documentacao pertinente, devendo elas serem registradas e controladas pelo
laboratério responséavel pela analise.
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Equinos
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CAPITULO 2.3.1
ANEMIA INFECCIOSA EQUINA - AIE

1. AMOSTRAS
Sao consideradas amostras para o diagnostico da Anemia Infecciosa Equina:
1.1. Deteccédo da Resposta Imune

a) Soro sanguineo de equideo

2. RECEBIMENTO DAS AMOSTRAS

2.1. Disposic¢des Gerais

2.1.1. Para atendimento aos Programas e Controle Oficiais do MAPA os Laboratérios
credenciados somente receberdo as amostras previstas na legislacdo em vigor para as
finalidades e ensaios previstos no seu escopo de credenciamento.

2.1.2. Deverdo ser obedecidos os critérios estabelecidos no capitulo de verificacao de
conformidade de amostras.

2.1.3. A aliquotagem, identificacdo, manuteng&o, armazenamento e descarte das amostras
séo de inteira responsabilidade do laboratério.

3. TECNICAS DE DIAGNOSTICO

3.1. Disposic¢des Gerais

3.1.1. Somente poderao ser utilizados insumos de diagndstico que tenham registro no MAPA,
segundo legislacdo em vigor;

3.1.2. Todos os insumos utilizados na analise devem ser controlados e previamente testados
e aprovados;

3.1.3. O laboratério devera realizar os ensaios obedecendo as temperaturas preconizadas pelo
fabricante dos insumos:

a) Quando esta informag&o ndo constar na bula o laboratério devera consultar o fabricante,
mesmo que a indicacao seja de realizacdo em temperatura ambiente;

b)  Quando ndo informado pelo fabricante, serdo considerados como temperatura ambiente,
valores de temperatura entre 18 e 25°C.

3.1.4. Antes da utilizacdo dos insumas, realizar a avaliacdo de todos os parametros referentes
aos lotes e valores de ponto de corte dos critérios de interpretacdo dos resultados;

3.1.5. O laboratério deve estabelecer um meio de avaliagéo apropriado para todos os insumos
utilizados nos ensaios;

174



3.1.6. Devem ser retidos os registros dos controles dos ensaios realizados, devendo ser
registrada data e responsével de todas as etapas realizadas para cada amostra analisada;

3.1.7. Os resultados encontrados para cada amostra e controles, dados dos insumos utilizados
e outras informacgdes pertinentes devem ser registrados em formularios préprios do laboratorio;

3.1.8. Para realizacdo do ensaio de ELISA e IDGA devem ser consideradas as orientagdes do
fabricante do kit de diagnéstico utilizado. Atentar para ocorréncia de atualizac&o na bula do kit,

principalmente em mudancgas de lote;

3.1.9. A ordem de execucédo das etapas do ensaio, duracéo, volumes utilizados e temperatura

de incubacéao variam de acordo com o fabricante do Kkit.

3.2. ENSAIO IMUNOENZIMATICO (ELISA)

3.2.1. Materiais

a) Luvas para procedimentos;

b) Pipetas de vidro graduadas ou descartaveis;
c) Provetas graduadas;

d) Béqueres;

e) Erlenmeyers;

f) Ponteiras descartaveis;

g) Descartador de ponteiras;

h) Reservatérios para solugdes (cubetas);

i) Papel absorvente;

j)  Selador ou tampa para placas de ELISA,

k) Caneta para identificagdo de vidraria;

I) Cubas para descarte de materiais resistente a autoclavacao.

3.2.2. Equipamentos e Instrumentos

a) Geladeira;

b) Estufa;

c) Termbmetros;

d) Micropipetas monocanal e multicanal de volumes reguléveis;
e) Pipetador automético ou manual;

f) Leitora de ELISA;

g) Cronbmetros;

h)  Agitador de tubos tipo vortex (opcional);
i) Agitador de microplacas (opcional);

) Autoclave;

k)  Lavadora de microplacas (opcional).
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3.2.3. Insumos

a) Kit de ELISA de deteccao de anticorpos para o virus da Anemia Infeciosa Equina.

3.2.4. Solucdes

a) No preparo das solugdes devem ser utilizados somente os reagentes fornecidos pelo
fabricante, ou aqueles por ele indicados;

b)  Conjugados, substratos e solucdo de parada deverdo ser utilizados obedecendo-se as
condi¢des do fabricante;

c) No preparo da solucdo de lavagem deve-se assegurar que ndo existem cristais
precipitados na solu¢do concentrada fornecida no Kit;

d) Diluir as solugbes utilizando &gua ultrapura ou destilada conforme instru¢cbes do
fabricante e homogeneizar bem.

3.2.5. Realizagdo do Ensaio

a) Homogeneizar gentiimente todos reagentes e amostras antes do uso;

b)  Utilizar ponteiras distintas para cada controle e amostra de soro;

c) Homogeneizar as placas suavemente ou utilizando um agitador de placas;

d) As placas devem ser lavadas com a solu¢éo indicada pelo kit. Apés a ultima lavagem
remover residuos, batendo a placa em um material absorvente (papel toalha ou toalha). Deixar
as placas secas o minimo de tempo possivel entre a lavagem e adicdo do proximo reagente;
e) Decorridas todas as etapas do teste, realizar a leitura da absorbancia na leitora de ELISA
utilizando filtro com comprimento de onda indicado nas instru¢des do fabricante.

3.2.6. Critérios de Aceitacdo do Ensaio

a) O resultado do ensaio sera considerado valido somente se as DOs dos soros controles
estiverem dentro dos limites aceitaveis e determinados pelo fabricante. Caso contrario, o
ensaio deve ser repetido.

3.2.7. Interpretacdo dos Resultados

a) De acordo com as DOs obtidas consideram-se os resultados negativo, positivo ou outro
parametro indicado na bula do kit;

b)  As amostras positivas no ELISA devem ser testadas em triplicata no ensaio de IDGA na
mesma roseta, prevalecendo o resultado deste.

3.2.8. Emissao dos Resultados

a) Osresultados deverdo ser emitidos em documento denominado “Relatério de Ensaio” e
expresso como, POSITIVO ou NEGATIVO ou outro parametro indicado na bula do kit;

b) Uma coépia do Relatério de Ensaio deve ser arquivada no laboratério por um periodo
minimo de 5 anos apds sua emissao;

c) O laboratorio credenciado deve anexar a “Requisigao para Diagnostico” de cada animal
ao Relatério de Ensaio;
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d) Resultado POSITIVO do teste ELISA, deve ser emitido somente apds a finalizacdo do
teste de IDGA.

3.2.9. Descarte de Amostras e Residuos

a) As amostras devem ser registradas em formularios proprios e conferidas antes do descarte.
Serdo submetidas ao processo de autoclavacdo com temperatura de 121°C durante 30
minutos para entéo serem descartadas.

b) Todo material utilizado na realiza¢cdo do ensaio, que ndo for autoclavavel, deve ser imerso
completamente em cuba com solucdo de acido citrico 0,2% ou de hipoclorito de sédio 0,5%
durante no minimo 60 minutos. Apds esse periodo, conforme o material, pode ser descartado
ou reutilizado apds devida higienizacéo;

c) O laboratério deve assegurar a biosseguridade dos residuos gerados e seguir as
legislacdes ambientais vigentes durante todo processo de descarte.

3.2.10. Retencéao de itens de ensaio

a) Asamostras devem ser armazenadas congeladas (maxima -10°C) no laboratério durante
no minimo 60 dias ap6s a emissédo do relatério de ensaio.

3.3. IMUNODIFUSAO EM GEL DE AGAR (IDGA)
3.3.1. Materiais

a) Luvas para procedimentos;

b) Pipetas de vidro graduadas ou descartaveis;

c) Provetas graduadas;

d) Béqueres;

e) Erlenmeyers;

f) Ponteiras descartaveis;

g) Lamina para microscopio de 25x75mm ou Placa de Petri de 100mm de diametro;
h) Descartador de ponteiras;

i) Caneta para identificagédo de vidraria;

j) Cubas para descarte de materiais resistente a autoclavacao.

3.3.2. Equipamentos e Instrumentos

a) Geladeira;

b) Freezer;

¢) Micro-ondas;

d) Micropipetas monocanal de volumes regulaveis;
e) Pipetador automético ou manual;
f) Balanga analitica;

g) Centrifuga refrigerada;

h)  Cortador Padréo;

i)  Camara Umida;

) Medidor de pH;

k)  Autoclave;
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)i Fonte de luz.

3.3.3. Insumos

a) Kits de Imunodifusdo em gel de 4gar (IDGA) de deteccdo de anticorpos para o virus da
Anemia Infeciosa Equina - AIE.

3.3.4. Solucdes

a) Tampéo Borato;
b)  Agar Borato a 1%;
c) Acido citrico 0,2% ou Hipoclorito de sédio 0,5%.

3.3.5. Realizacdo do Ensaio

a) Identificar as laminas ou placas de petri conforme o formulario de acompanhamento do
ensaio utilizando caneta apropriada;

b)  Aquecer o Agar Borato a 1%, em microondas, por tempo necessario até a completa
fusdo, evitando o borbulhamento e extravasamento;

c) Distribuir o gel na lamina ou placa de petri e deixa-lo solidificar em temperatura ambiente
(20°C a 25°C) ou de refrigeracdo (2°C a 8°C) durante 30 minutos;

d) Perfurar o gel com auxilio do cortador padrdo, posicionando as rosetas de forma
equidistante;

e) Remover o gel dos pocos das rosetas;
f) Armazenar as laminas ou placas de petri na camara Umida se nao forem utilizadas
imediatamente, para evitar o ressecamento do gel.

g) Homogeneizar as amostras antes do uso;

h) Distribuir as amostras a serem testadas, alternadamente, nas posic¢des 1, 2 e 3 (FIGURA
1).

i)  Distribuir o soro controle positivo (SP), alternadamente com as amostras testadas
(FIGURA 1).

i) Distribuir o antigeno (Ag) no poco central (FIGURA 1).

k)  Durante a distribuicdo evitar o extravasamento de material dos poc¢os. Quando
corretamente distribuidos, a superficie fica levemente cdncava. Em caso de extravasamento,
descartar a lamina;

[) Incubar em cdmara Umida durante 48 horas;
m) Registrar a temperatura, no momento inicial da incubagdo, com 24 horas e 48 horas;

n) Realizar a leitura apds 48 horas de incubag¢éo com auxilio de uma fonte de luz;
o) O resultado final somente sera emitido apds a leitura com 48 horas.
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FIGURA 1 — Roseta com posicionamento do soro controle positivo (SP), antigeno (Ag) e
amostras para teste (1, 2 e 3).

®O

®O
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Fonte: LFDA -PA

3.3.6. Critérios de Aceitagcdo do Ensaio

a) Sera considerado valido somente se ocorrer a formacdo de uma linha nitida de
precipitacdo entre o Controle Positivo do kit e 0 antigeno. Caso contrario, o ensaio deve ser
repetido.

3.3.7. Interpretacdo dos Resultados

a) NEGATIVO: as linhas formadas entre o Antigeno e o Controle Positivo prolongam-se até
a cavidade onde se encontram a amostra testada, sem encurvar-se (FIGURA 2 — reagéo “Neg”
e FIGURA 3-A). Também podem ser visualizadas linhas inespecificas, reacéo de ndo identidade
(FIGURA 3-D).

b) POSITIVO:

l. A linha de precipitacdo formada entre o Antigeno e o Controle Positivo se funde com
aguela formada com amostra testada, constituindo uma linha continua de identidade total
(FIGURA 2 —reacgéo 4 e FIGURA 3-B).

Il. Fraco Positivo: A linha de precipitacdo se forma mais proximo a cavidade onde se
encontra a amostra testada, visualizando-se somente uma convergéncia das duas linhas do
controle na direcdo da cavidade onde se encontra a amostra (FIGURA 2 —reacdo 1,2 e 3 e
FIGURA 3-C);

Il. Forte Positivo: a linha de precipitacdo apresenta-se como faixa difusa entre as duas
linhas de controle, podendo haver a inibicdo da formacéo desta faixa, visualizando-se apenas
as duas linhas de controle, interrompidas, a mesma distancia da amostra testada, ndo se
verificando nenhuma precipitagdo entre estas linhas (FIGURA 2 —reagéo 5).

c) As amostras positivas no IGDA devem ser reensaiadas em triplicata na mesma roseta,

prevalecendo o resultado deste.

|. Caso o0 ensaio inicial tenha sido realizado utilizando 3 pocos o reensaio nao é
necessario, prevalecendo o resultado deste.
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FIGURA 2 — Padrdes de reacdes do ensaio de Imunodifusdo em gel de agar

Reac0Oes Positivas

= RAZRRAR R

Fonte: Issel (2013).

FIGURA 3 — Padrfes de reacdes do ensaio de Imunodifusdo em gel de agar.

(A) (B) (©) (D)

Fonte: LFDA-PE

3.3.8. Emissdo dos Resultados

a) Osresultados deverdo ser emitidos em documento denominado “Relatério de Ensaio” e
expresso como POSITIVO ou NEGATIVO;

b) Uma copia do Relatério de Ensaio deve ser arquivada no laboratorio por um periodo
minimo de 5 anos, apds sua emisséo;

c) O laboratério credenciado deve anexar a “Requisi¢ao para Diagnéstico” de cada animal
ao Relatério de Ensaio.

3.3.9. Descarte de Amostras e Residuos

a) As amostras devem ser registradas em formularios proprios e conferidas antes do descarte.
Serdo submetidas ao processo de autoclavacdo com temperatura de 121°C durante 30
minutos para entdo serem descartadas.

b) Todo material utilizado na realizacdo do ensaio, que nao for autoclavavel, deve ser imerso
completamente em cuba com solugcédo de acido citrico 0,2% ou de hipoclorito de Sédio
0,5% durante no minimo 60 minutos. Apds esse periodo, conforme o material, pode ser
descartado ou reutilizado ap6s devida higienizacao;

c) O laboratério deve assegurar a biosseguridade dos residuos gerados e seguir as

legislacdes ambientais vigentes durante todo processo de descarte.

3.3.10. Retencéo de Itens de Ensaio
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a) As amostras de soros podem ser descartadas apdés um periodo minimo de 60 dias apés a
emissao do relatério de ensaio, registrando-se nos formulérios préprios e conferidas antes do

descarte.

b) Durante o periodo de armazenamento as amostras devem ser armazenadas congeladas em

temperatura de no méaximo -10°C
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CAPITULO 2.3.2
MORMO

1. Amostras
S&o consideradas amostras para o diagnéstico do Mormo:

1.1. Deteccédo da Resposta Imune
a) Soro sanguineo de equideo.

2. Recebimento das Amostras

2.1. Disposic¢des Gerais

2.1.1. Para atendimento aos Programas e Controles Oficiais do MAPA os Laboratérios credenciados
somente receberdo as amostras previstas na legislacdo em vigor para as finalidades e ensaios
previstos no seu escopo de credenciamento;

2.1.2.Deverédo ser obedecidos os critérios estabelecidos no capitulo de verificacdo de conformidade
de amostras;

2.1.3.As amostras deverdo ser encaminhadas ao laborat6rio, individualmente separadas por matriz, e
obedecendo a critérios de biosseguranca.

3. Técnicas de Diagnéstico
3.1. Disposi¢des Gerais
3.1.1.Somente poderéo ser utilizados insumos de diagnostico que tenham registro no MAPA, segundo
legislacdo em vigor;
3.1.2.Todos os insumos utilizados na analise devem ser controlados e previamente testados e
aprovados;
3.1.3.0 laboratério devera realizar os ensaios obedecendo as temperaturas preconizadas pelo
fabricante dos insumos;
a) Quando esta informacéo n&o constar na bula, o laboratério devera consultar o fabricante, mesmo
gue a indicagéo seja de realizagdo em temperatura ambiente;
b) Quando néo informado pelo fabricante, serdo considerados como temperatura ambiente, valores
de temperatura entre 18 a 25°C.
3.1.4. Antes da utilizac&o dos insumos, realizar a avaliagéo de todos os parametros referentes aos lotes
e valores de ponto de corte dos critérios interpretacao dos resultados;
3.1.5.0 laboratorio deve estabelecer um meio de avaliagdo apropriado para todos 0s insumos
utilizados nos ensaios;
3.1.6.Devem ser retidos os registros dos controles dos ensaios realizados, devendo ser registrada data
e responsavel de todas as etapas realizadas para cada amostra analisada.

3.2. Ensaio Imunoenzimético (ELISA)

3.2.1. Materiais

a) Beéqueres;

b) Caneta para identificagc&o de vidraria;

c) Cubas para descarte de materiais resistentes a autoclavacao;
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d)
e)
f)
9)
h)
i)
)
k)
1)

Descartador de ponteiras;

Erlenmeyers;

Luvas para procedimentos;

Papel absorvente;

Pipetas de vidro graduadas ou descartaveis;

Placa auxiliar de 96 pocos para diluicdo das amostras;
Ponteiras descartaveis;

Provetas graduadas;

Reservatorios para solucdes (cubetas);

m) Selador ou tampa para placas de ELISA.

3.2.2. Equipamentos e Instrumentos

a)
b)
c)
d)
e)
f)
9)
h)
i)
i)
k)
1)

Agitador de tubos tipo vértex (opcional);
Agitador de microplacas (opcional);
Autoclave;

Cronbmetro;

Estufa;

Freezer -20°C,

Lavadora de microplacas (opcional);
Leitora de ELISA;

Micropipetas monocanal e multicanal de volumes regulaveis;
Pipetador automatico ou manual,
Refrigerador;

Termdmetros.

3.2.3. Insumos

a)

Kits de ELISA de deteccdo de anticorpos para Burkholderia mallei.

3.2.4. Solucgdes

a)
b)
c)

d)

No preparo das solugdes deve ser utilizado somente os reagentes fornecidos pelo fabricante, ou
aqueles por ele indicados;

Conjugados, substratos e solucéo de parada deveréo ser utilizados obedecendo-se as condi¢des
do fabricante;

No preparo da solugdo de lavagem deve-se assegurar que ndo existem cristais precipitados na
solucéo;

Diluir as solugbes utilizando agua ultrapura ou destilada conforme instruc6es do fabricante e
homogeneizar bem.

3.2.5. Realizacédo do Ensaio

a)

b)

c)
d)

Para realizacdo dos ensaios de ELISA devem ser consideradas as orientagdes do fabricante do
kit de diagnostico utilizado. Atentar para ocorréncia de atualizacao na bula do kit, principalmente
em mudancas de lote;

A ordem de execucdo das etapas do ensaio, duracdo, volumes utilizados e temperatura de
incubacao variam de acordo com fabricante do kit utilizado;

Homogeneizar gentilmente todos reagentes e amostras antes do uso;

Utilizar ponteiras distintas para cada controle e amostra de soro;

Homogeneizar as placas tocando-as na lateral ou utilizando um agitador de placas;
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f) As placas devem ser lavadas com a solucao indicada pelo kit. Apés a Ultima lavagem remover
residuos em um material absorvente (papel toalha ou toalha). Deixar as placas secas o minimo de
tempo possivel entre a lavagem e adicao do préximo reagente;

g) Decorridas todas as etapas do teste, realizar a leitura da absorbancia na leitora de ELISA utilizando
filtro com comprimento de onda indicado nas instru¢des do fabricante.

3.2.6. Critérios de Aceitacdo do Ensaio

a) O resultado do ensaio sera considerado valido somente se as DOs dos soros controles estiverem
dentro dos limites aceitaveis e determinados pelo fabricante. Caso contrario, o ensaio deve ser
repetido.

3.2.7. Interpretagcdo dos Resultados

a) De acordo com as DOs obtidas, apds realizacdo do calculo determinado pelo fabricante,
consideram-se os resultados Positivo, Negativo ou outra op¢éo indicada na bula do Kit;

b) As amostras com resultados diferentes de negativos no ELISA deverdo ser encaminhadas para o
Laboratério Federal de Defesa Agropecuario (LFDA) designado para realizar a confirmagéo
através do ensaio complementar de WB, prevalecendo o resultado deste;

c) Os laboratérios credenciados deverdo encaminhar as amostras para realizar a confirmac¢do no
prazo maximo de 3 dias Uteis.

3.2.8. Emisséo dos Resultados

a) Os resultados deverao ser emitidos em documento denominado “Relatério de Ensaio” e expresso
como Positivo ou Negativo ou de acordo com o preconizado pelo fabricante do insumo (kit de
diagnéstico);

b) Uma copia do Relatério de Ensaio deve ser arquivada no laboratério por um periodo minimo de 5
anos, apés sua emissao;

c) O laboratério credenciado deve anexar a “Requisicdo para Diagndstico” de cada animal ao
Relatério de Ensaio.

3.2.9. Descarte de Amostras e Residuos

a) Antes da realizagdo do descarte de amostras e produtos de ensaio deverdo ser observados 0s
prazos minimos estabelecidos no item 3.2.10 a);

b) Todo material utilizado na realizacado do ensaio deve ser imerso em cuba com solucao de acido
citrico 0,2%, hipoclorito de sodio 0,5% ou solucdo para descontaminag¢ao similar, por no minimo
de 1 hora;

c) Apés este periodo o material deve ser submetido ao processo de autoclavagédo apropriado e
validado. A efetividade de esterilizagdo deve estar comprovada em procedimentos proprios do
laborat6rio;

d) O laboratério deve assegurar a biosseguridade dos residuos gerados e seguir as legislacdes
ambientais vigentes durante todo processo de descarte;

e) Realizar a conferéncia das amostras antes do descarte e registrar em formulario proprio.

3.2.10. Retencéo de Itens de Ensaio
a) Amostras de soro poderéo ser descartados 60 dias apos a emisséo do relatério de ensaio.

3.3. Ensaio de Fixacdo de Complemento (FC)

3.3.1. Materiais
a) Baldo de fundo chato;
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Caneta tipo retroprojetor ponta fina;

Cuba para banho de gelo;

Cubetas para reagentes;

Estante para tubos de ensaio e tubos de centrifuga;
Erlenmeyer;

Gaze estéril;

Microplacas com fundo em “U” com 96 pocos;
Microtubo plastico;

Papel aluminio;

Papel milimetrado di-Log;

Papel milimetrado;

Pipetas de vidro graduadas ou descartaveis;
Ponteiras descartaveis;

Régua milimetrada;

Tubo de ensaio de vidro;

Tubo plastico de fundo redondo para centrifuga.

3.3.2. Equipamentos e Instrumentos

a)
b)
c)
d)

Agitador de tubos;

Agitador de microplacas;

Autoclave;

Banho-maria (63°C + 2°C);
Banho-maria (59°C + 2°C);
Banho-maria (37°C + 2°C);

Centrifuga refrigerada (900x g);
Cronbmetro;

Espectrofotbmetro digital (540 nm);
Estufa (37°C % 2°C);

Freezer -20°C;

Pipetador automético;

Micropipeta mono e multicanal de volume regulavel;
Refrigerador;

Ultrafreezer -70°C ou nitrogénio liquido.

3.3.3. Insumos

a)
b)
c)
d)
e)
f)
9)
h)

Antigeno para teste de FC para mormo;
Complemento (procedéncia: cobaio);
Controle Positivo Alto (CH);

Controle Positivo Baixo (CL);

Controle Negativo (CN);

Heméacia de Carneiro

Hemolisina (procedéncia: coelho);

Padrdo de Cianometahemoglobina (CMH).

3.3.4. Solucbes

a)
b)
c)
d)

Agua destilada ou equivalente;
Alcool 70° INPM®;

Alséver;

Drabkin (SD - opcional);
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e)
f)
g9)

Hipoclorito de s6dio 1%;
Trietanolamina de Trabalho (ST);
Trietanolamina Concentrada (Solucdo Mae).

3.3.5. Realizagédo do Ensaio

3.3.5.1. Preparo das Amostras e Controles

a)

b)

c)

Diluir as amostras e controles com ST, de acordo com 0 QUADRO 1 e inativar de acordo com o
QUADRO 2;

Remover as amostras do banho-maria apds o periodo de inativacédo e deixa-las estabilizar com a
temperatura ambiente da sala de andlise. Armazenar em temperatura entre 2°C e 8°C por no
méaximo 1 semana;

Amostras inativadas em dia anterior ao ensaio devem ser inativadas novamente sob a mesma
temperatura durante 10 min.

QUADRO 1 - Diluicdo de Amostras e Controles.

ESPECIE SORO (pL) ST (uL) DILUICAO
Todas as Espécies 80 320 1.5
Soros Controles 40 160 1.5

Fonte: LFDA-PA

QUADRO 2 - Inativagéo das Amostras e Controles.

ESPECIE TEMPERATURA (°C)| TEMPO (MIN)
Equino 59 + 2°C 30
Muar, Asinino e Equino Gestante 63 + 2°C 30

Fonte: LFDA-PA

3.3.5.2. Preparo dos Reagentes

a) SUSPENSAO DE HEMACIAS A 2%

Obtencéo das Hemécias

. Coletar 30 mL de sangue de carneiro por punc¢do venosa e misturar imediatamente com 30 mL de

solucdo de Alséver estéril;

. Filtrar o sangue em gaze estéril;
i. Aliquotar em tubos de vidro com tampa rosca (aliquotas de 10 mL);

Manter sob refrigeracdo por 04 dias antes do uso;
Utilizar em até 06 semanas.

Lavagem das Heméacias
Desprezar a Solucao de Alséver das hemacias;

. Ressuspender as hemacias em Solucdo de Trabalho (ST), homogeneizar por inversao

suavemente e filtrar em gaze estéril;
Dividir o filtrado em dois tubos de centrifuga de 50 mL, completar o volume com ST e centrifugar
a 900xg por 10 minutos em centrifuga refrigerada;

. Remover o sobrenadante por inversdo do tubo, completar o volume do tubo com ST,

homogeneizar por inversdo suavemente e centrifugar a 900xg por 10 minutos. Realizar o
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procedimento de lavagem trés vezes. Na ultima lavagem, remover o sobrenadante por succdo
com cuidado para nao lisar as hemécias;

v. Ressuspender as hemacias em 40 mL de ST, acrescentando ao tubo aliquotas de 10 mL de ST.
Lavar bem o tubo e transferir a suspenséo para um balédo de fundo chato.

Obs.1: Avaliar a coloracdo do sobrenadante. Se hemolisado, descartar a heméacia e repetir o
procedimento com nova hemacia.

lll. Padronizagcdo da Suspensao de Hemécias a 2%

i. Pipetar 100 puL da suspensao de hemacias para um tubo de ensaio contendo 2,5 mL de agua
destilada ou Solucdo de Drabkin (SD, Instrucéo de preparo no Anexo |). Mixar bem invertendo e
agitando para lisar as células;

i. Medir a Densidade Optica (DO1) no comprimento de onda de 540 nm, em espectrofotdmetro
ajustado com SD ou agua destilada;

ii. Calcular o volume de ST a ser adicionado da seguinte forma:

Volume Final da Suspenséo de Hemacia (VF1) Volume de ST a ser adicionado (ST1)

VF1=D0O1 x (39,9) mL _
DOalvo ST1=VF1-399mL

Obs.2: O calculo da DO alvo esta demonstrado no Anexo I.

iv. Adicionar a suspensao de heméacias o volume ST1 calculado e homogeneizar;

v. Pipetar 400 uL da nova suspenséo de Hemacias para um tubo de ensaio contendo 1,6 mL de agua
destilada. Mixar bem para lisar as células e medir a DO (DO2);

vi. Calcular o volume de ST a ser adicionado da seguinte forma:

Volume Final da Suspenséo de Hemacias (VF2) ST a ser adicionado (ST2)

VF2 =DO2 x(VF1-04) mL
0,75 ST2=VF2 -VF1 mL

vii. Adicionar a suspenséo de heméacias o volume ST2 calculado e homogeneizar;

viii. Repetir o procedimento do item “v’, medindo a DO3. Se a DO obtida for diferente de 0,750 (0,740
a 0,760), calcular o volume de Solucéo de Trabalho (ST3) a ser adicionado

ix. Repetir os itens “vi” a “vii” até a obtengédo da DO = 0,750 (0,740 a 0,760).

b) PADRAO DE COR

I. Solucdo de Hemoglobina (HQ):

i. Adicionar 18,0 mL de agua destilada em um erlenmeyer;

ii. Adicionar 6,0 mL da Suspensdo de Hemacia 2%;

iii. Mixar bem esta solucdo de hemoglobina para lisar as hemacias;
iv. Adicionar 6,0 mL de Solucédo Mé&e.
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Suspensao de Hemécia a 0,4% (Cel)
Adicionar 24,0 mL de Solucéo de Trabalho em baldo de fundo chato;

. Adicionar 6,0 mL da Suspensao de Heméacia a 2%;
iii. Mixar gentilmente por inverséo.

Padréo de Cor
Rotular 13 tubos de ensaio com as porcentagens de hemolise e adicionar Hg e Cel, conforme o
QUADRO 3;

. Mixar os tubos por inverséo e centrifugar a 900xg em centrifuga refrigerada por 10 minutos;
iii. Realizar a leitura das DOs correspondentes;
. Reservar os tubos correspondentes aos percentuais 0%, 25%, 50%, 75% e 100% para uso no

ensaio (conservar sob 2°C a 8°C).

QUADRO 3 — Padréo de Cor.

Solugéo | 0% | 10% | 20% | 25% | 30% | 40% | 50% | 60% | 70% | 75% | 80% | 90% | 100%

Hg (mL) | O 04 08|10 |12 |16 | 20| 24 | 28 | 30 | 32 | 36 4,0

Cel(mL) | 40| 36 | 32 | 30 | 28 | 24 | 20 | 16 | 12 | 10 | 0,8 | 04 0

Fonte: LFDA-PA

SISTEMA HEMOLITICO (SH)

Calcular o volume de Sistema Hemolitico (SH) a ser preparado, considerando que s&0 necessarios
4,8 mL de SH para cada placa e 19,2 mL para a titulagdo do complemento;

Calcular o volume de Hemolisina (h) a ser adicionado no SH:

h =[_ Volume de He2% | x Diluicdo Hemolisina x 1000 (uL)
LTl'tulo Hemolisina

Obs.3: O procedimento de titulacdo da hemolisina esta descrito no Anexo V.

d)

Preparar o SH em baldo de vidro, de acordo com as propor¢cdes abaixo:

SH = 50% He2%(mL) + 50% ST(mL) + h{pL)

Incubar 0 SH em banho-maria a 37°C+2°C por 10 minutos e armazenar sob 2°C a 8°C até o
momento do uso.

COMPLEMENTO DE TRABALHO (CT")
Calcular a diluigdo do Complemento de Trabalho (CT’):

Cr = [I'l’tulc x 0.20]= 10
22
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Il. Calcular a quantidade de CT’ a ser utilizada no ensaio, considerando que sao necessarios 2,4 mL
de complemento para cada placa;

Obs.4: O procedimento de titulagdo do Complemento esté descrito no Anexo Il.

e) ANTIGENO DE TRABALHO (AgT)

I. Preparar o Antigeno de Trabalho (AgT) a partir da diluicdo do antigeno puro em ST, conforme
instrucdes do fabricante;
II. Calcular a quantidade de AgT a ser utilizada no ensaio, considerando que sdo necessarios 2,4 mL
de AgT para cada placa;
[ll. Estocar o AgT entre 2°C e 8°C por no maximo 2 dias.

Obs.5: O procedimento de titulacdo do antigeno esta descrito no Anexo IV.

3.3.5.3. Rotulagem das Microplacas

a) A microplaca com os controles e padrdo de cor deve ser identificada conforme FIGURA 1. Nesta
placa é possivel inserir 7 amostras. Para maior nimero de amostras identificar outras microplacas
sem incluir os controles, sendo possivel inserir 12 amostras, conforme FIGURA 2;

FIGURA 1 - Placa com os controles e padrao de cor.

CH CL | CN | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra gzgrtzr?\cc))lzse/cor
A 1:5 1 7
B 1:10 2 8
C 1:20 3 9
D 1:40 4 100%
E 1:80 5 75%
F1:160 6 50%
G1:320 25%
H AC 0%

FIGURA 2 - Placa com amostras.

Fonte: LFDA-PA

Amostra

Amostra

Amostra

Amostra

Amostra

Amostra

Amostra

Amostra

Amostra

Amostra

Amostra Amostra

A 15

B 1:10

C 1:20

D 1:40

E 1:80

F1:160

G1:320

H AC

3.3.5.4. Execucéo do Ensaio na Microplaca
a) Adicionar 25 uL dos controles (CH, CL, CN) nos pocos de diluicao 1:5, 1:10 e AC nas respectivas
colunas, conforme FIGURA 1;

b) Adicionar 25 yL das amostras nos pogos de diluicdo 1:5, 1:10 e AC nas respectivas colunas,
conforme FIGURA 1 e 2;

Fonte: LFDA-PA
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h)

)
)
k)
1)

Adicionar 25 uL da ST nos pocos de titulacdo 1:10 a 1:320 e na linha AC conforme FIGURA 1 e
2

Transferir 25 yL dos controles e amostras dos pocos de diluicdo 1:10 para 1:20, homogeneizando
sempre antes da transferéncia. Repetir o procedimento até a diluicdo final (1:320) e, apés a
homogeneizacao, desprezar 25 jL;

Adicionar 25 pL do antigeno (AgT) nos pocos de diluicdo 1:5 a 1:320;

Adicionar 25 pL do complemento (CT’) nos pogos da diluicdo 1:5 a 1:320 e AC;

Adicionar os Controles dos Reagentes de acordo com 0 QUADRO 4 e conforme posicionamento
na FIGURA 1;

Cobrir a microplaca para minimizar a evaporagao e mixar com auxilio do agitador de microplacas
por 2 minutos;

Incubar em refrigeracdo (2°C a 8°C) por 18 £ 2 horas;

Apos o periodo de incubacgao, adicionar 50uL do SH nos pogos das diluicdes 1:5 a 1:320 e AC;
Adicionar SH e He2% nos pocos dos Controles dos Reagentes, de acordo com o QUADRO 4;
Homogeneizar por inverséo os tubos com Padréo de Cor reservados (0%, 25%, 50%, 75% e 100%
de hemdlise) e adicionar 125uL nos seus respectivos pogos, conforme FIGURA 1;

Cobrir a microplaca e mixar por 2 minutos com auxilio do agitador de microplacas;

Incubar a microplaca em estufa a 37°C + 2°C por 20 minutos;

Mixar a microplaca por 2 minutos com auxilio do agitador de microplacas e incubar novamente a
37°C £ 2°C por 25 minutos;

Incubar a microplaca em refrigeracdo (2°C a 8°C) por no minimo 2 horas;

Realizar a leitura da placa.

QUADRO 4 - Controle dos Reagentes.

POCO ST (uL) AgT(HL) CT’ (uL) SH (pL) He2% (L)
1 25 25 25 50 -
2 50 25 - 50 -
3 50 - 25 50 -
4 50 - *25 (1:2) 50 -
5 25 25 *25 (1:2) 50 -
6 75 - - 50 -
7 100 - - - 25
8 75 - 25 - 25
9 75 25 - - 25

* Realizar a diluigdo 1:2 do CT’ utilizando ST

Fonte: LFDA-PA

3.3.6. Critérios de Aceitacdo do Ensaio
a) O resultado de ensaio sera considerado valido se os Controles de Referéncia (CH, CL e CN)
reagirem conforme o esperado e o Padrdo de Cor e os Controles dos Reagentes de acordo com os
QUADRO 5 e 6, caso contrario, deve ser realizado novo ensaio;
b) Realizar a leitura dos Controles de Referéncia e Controles dos Reagentes comparando o percentual

de hemdlise com o Padrdo de Cor. Interpretar os resultados baseados no QUADRO 5 e 6.

QUADRO 5 - Interpretacao do Padrao de Cor

HEMOLISE (%) ESCORE REACAO NO POCO
0 4+ Botéo grande e sobrenadante limpido
25 3+ Botdo menor que 4+ e sobrenadante levemente rosado
50 2+ Bot@o menor que 3+ e sobrenadante mais rosado que o anterior
75 1+ Botéo menor que 2+ e sobrenadante avermelhado
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<75e>100 tracos Botdo menor que 1+ e sobrenadante com avermelhado mais intenso
100 0 Botédo grande e sobrenadante limpido

Fonte: LFDA-PA

QUADRO 6 — Resultado Padrao dos Controle dos Reagentes.

POCO RESULTADO CONTROLE
1 0 Controle anticomplementar do antigeno
2 4+ Se houver hemdlise, as hemacias estdo com problema
3 0 C’ livre, hemolise total
4 Tracos a 3+ Verificar a forca do C’, 1+ é o ideal
5 Tracos a 3+ Controle anticomplementar do antigeno, se houver muito C’
6 4+ Controle de hemolisina
7 4+ Controle de células
8 4+ Controle de células
9 4+ Células na presenca do antigeno

Fonte: LFDA-PA

3.3.7 Interpretacdo dos Resultados

a) Realizar a leitura das amostras testadas avaliando o percentual de hemolise do respectivo poco
comparando ao Padrédo de Cor (QUADRO 5). Esse percentual é baseado na cor do sobrenadante
e espessura do botao;

b) Determinar o resultado da amostra testada de acordo com o0 QUADRO 7;

¢) Amostra com resultado POSITIVO, SUSPEITO ou ANTICOMPLEMENTAR deve ser testada em
ensaio complementar de Western Blotting (WB), prevalecendo o resultado deste;

QUADRO 7 — Resultados obtidos na Técnica de FC para Diagndstico Sorolégico de Mormo
RESULTADO INTERPRETACAO

Amostra que apresenta reacdo a partir de 4+ (0% de hemdlise) no pogo
correspondente a diluicdo 1:5. O titulo da amostra corresponde a diluicdo do

ultimo poco com reacédo a partir de 1+.
SUSPEITO Amostra que apresenta reacao entre 1+ a 3+ (25% e 75% de hemdlise) no poco

correspondente a diluicdo 1:5.

POSITIVO

ANTICOMPLEMENTAR | Amostra que apresenta qualquer reacdo no poco AC.

NEGATIVO Amostra com reacao inferior a 1+ (75% de hemolise) no pogo correspondente a
diluicdo 1:5.

Fonte: LFDA-PA

Obs.6: Pode ocorrer esporadicamente, quando 0 soro possuir titulo muito elevado de reagéo positiva,
o efeito “Prozona”, reagindo fortemente nos pocos de titulos mais altos e nao reagindo nos titulos mais
baixo, nestes casos considerar o resultado como Positivo.

3.3.8 Emisséo dos Resultados

a) Osresultados deverédo ser emitidos em documento denominado “Relatério de Ensaio” e expresso
como NEGATIVO, POSITIVO, SUSPEITO ou ANTICOMPLEMENTAR,;

b) Uma copia do Relatério de Ensaio deve ser arquivada no laboratério por um periodo minimo de 5
anos, apos sua emissao.

3.3.9 Descarte de Amostras e Residuos
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e)

Antes da realizacdo do descarte de amostras e produtos de ensaio deverdo ser observados os
prazos minimos estabelecidos no item 3.3.10 a);

Todo material utilizado na realizacdo do ensaio deve ser imerso em cuba com solucéo de &cido
citrico 0,2%, hipoclorito de sddio 0,5% ou solucao similar para descontaminagéo, por no minimo
de 1 hora;

Apbs este periodo o material deve ser submetido ao processo de autoclavacdo apropriado e
validado. A efetividade de esterilizacdo deve estar comprovada em procedimentos préprios do
laboratorio;

O laboratério deve assegurar a biosseguridade dos residuos gerados e seguir as legislacdes
ambientais vigentes durante todo processo de descarte;

Realizar a conferéncia das amostras antes do descarte e registrar em formulario préprio.

3.3.10 Retencdao de Itens de Ensaio
a) Amostras de soro poderao ser descartados 60 dias apds a emissao do relatério de ensaio.

3.4 Ensaio de Western Blotting (WB)

3.4.1 Materiais

a)
b)
c)
d)

1)

Bandejas com canaletas para tiras de nitrocelulose;
Béqueres;

Caneta para identificagédo de vidraria;

Cubas para descarte de materiais resistente a autoclavacao;
Descartador de ponteiras;

Erlenmeyers;

Luvas para procedimentos;

Papel absorvente;

Pipetas de vidro graduadas ou descartaveis;
Pisseta;

Ponteiras descartaveis;

Provetas graduadas;

m) Reservatorios para solugbes (cubetas);

3.4.2 Equipamentos e Instrumentos

a)
b)
c)
d)
e)
f)

9)
h)
i)

Agitador de tubos tipo vortex;

Agitador tipo rocker oscilante;

Balanca;

Cronometros;

Destilador ou Deonizador de agua;

Freezer -20°C;

Micropipeta mono e multicanal de volume regulavel;
Pipetador automatico ou manual,

Refrigerador.

3.4.3 Insumos

a)

Kit de WB de detecc¢éo de anticorpos para Burkholderia mallei.

3.4.4 Solucgbes

a)

No preparo das solugdes deve ser utilizado somente os reagentes fornecidos pelo fabricante ou
aqueles por ele indicados;
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b)

c)

d)

Conjugados, substratos e solucéo de parada deverdo ser utilizados obedecendo-se as condi¢cbes
do fabricante;

No preparo da solucdo de lavagem deve-se assegurar que ndo existem cristais precipitados na
solucéo;

Diluir a solugdes utilizando &gua ultrapura ou destilada conforme instru¢cdes do fabricante e
homogeneizar bem.

3.4.5 Realizacdo do Ensaio

a)
b)
c)
d)

e)

f)

P)

Preencher o formulario de acompanhamento do ensaio, incluindo as amostras e os controles
negativo e positivo;

Preparar as solucdes e diluicdes necessarias conforme as orientacées do fabricante do kit de
diagndstico utilizado;

Colocar umatira em cada uma das caneletas da bandeja de incubacdo usando uma pinga plastica;
Adicionar o diluente da amostra em cada canaleta;

Distribuir o controle negativo, o controle positivo e as amostras nas canaletas apropriadas,
conforme o formulario de acompanhamento do ensaio;

Para permitir que a reacéo se inicie simultaneamente em todas as canaletas, posicione o agitador
durante a adicdo dos soros de tal forma que as bandejas fiqguem inclinadas num angulo de
aproximadamente 30°. Posicione as tiras na parte superior da canaleta para que nao tenham
contato com o diluente na parte inferior, onde se faz a adicdo das amostras e dos soros controle;
Verificar em todas as etapas se as tiras ficaram bem submersas e com as respectivas numeracgdes
visiveis;

Incubar em temperatura ambiente sob agitacéo;

Descartar o diluente da amostra e realizar a lavagem das tiras com a solugdo de lavagem. Repetir
3 vezes o procedimento e secar as bandejas batendo-as emborcadas sobre papel toalha. Evitar
gue transborde o liquido de uma canaleta a outra durante a eliminag&o do diluente;

Antes de finalizar a terceira etapa de lavagem, diluir o conjugado e distribuir em todas as canaletas
posicionando as bandejas conforme o item “f”;

Incubar em temperatura ambiente sob agitacao;

Descartar o Conjugado e realizar a lavagem das tiras;

Antes de finalizar a terceira etapa de lavagem, preparar o Substrato e distribuir em todas as
canaletas, posicionando as bandejas conforme o item “f’;

Incubar em temperatura ambiente sob agitacéo;

Descartar o Substrato e lavar as tiras com abundante agua deionizada e/ou destilada para
interromper a reacdo. Por ultimo, secar muito bem as bandejas batendo-as emborcadas sobre
papel toalha;

Deixar as tiras secarem em temperatura ambiente dentro das bandejas;

3.4.6 Critérios de Aceitacdo do Ensaio

a)

O resultado do ensaio serd considerado valido somente se o0s controles atenderem as
especificacdes do fabricante. Caso contrario, o ensaio deve ser repetido.

3.4.7 Interpretagcdo dos Resultados

a)

De acordo com a auséncia, presenca e intensidade de bandas, consideram-se os resultados
NEGATIVO ou POSITIVO, levando em conta o recomendado na bula do Kkit.

3.4.8 Emissao dos Resultados

a)

Os resultados deverdo ser emitidos em documento denominado “Relatério de Ensaio” e expresso
como NEGATIVO ou POSITIVO;
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b) Uma copia do Relatério de Ensaio deve ser arquivada no laboratoério por um periodo minimo de 5
anos, apos sua emissao.

3.4.9 Descarte de Amostras e Residuos

a) Antes da realizagéo do descarte de amostras e produtos de ensaio dever&o ser observados 0s
prazos minimos estabelecidos no item 3.4.10 a);

b) Todo material utilizado na realizacdo do ensaio deve ser imerso em cuba com solu¢édo de acido
citrico 0,2%, hipoclorito de sodio 0,5% ou solucdo similar para descontaminacao, por ho minimo
de 1 hora;

c) Apés este periodo o material deve ser submetido ao processo de autoclavagédo apropriado e
validado. A efetividade de esterilizacdo deve estar comprovada em procedimentos proprios do
laboratério;

d) O laboratério deve assegurar a biosseguridade dos residuos gerados e seguir as legislacdes
ambientais vigentes durante todo processo de descarte;

e) Realizar a conferéncia das amostras antes do descarte e registrar em formulario proprio.

3.4.10 Retencéo de Itens de Ensaio
a) Amostras de soro poderédo ser descartados 60 dias ap6s a emisséo do relatério de ensaio.

Referéncias Bibliogréaficas

Glanders and Melioidosis, CHAPTER 3.6.11. Version (NB: Version adopted in May 2018). Manual Of
Diagnostic Tests and Vaccines for Terrestrial Animals 2021, versdo online. Disponivel em:
https://www.oie.int/en/standard-setting/terrestrial-manual/access-online/. Acesso em 18 de agosto de
2021.

National Veterinary Services Laboratories — NVSL. United States Department of Agriculture. Protocol
for Evaluation of Antigen Used in The Complement Fixation Test for Diagnosis of Glanders
Caused by Burkholderia mallei — Microtitration Method. Ames, 1997. 29 p.
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ANEXO |
DETERMINACAO DA DO ALVO PARA SUSPENSAO DE HEMACIA DE CARNEIRO
1. Solucéo de Drabkin (SD): Preparar uma diluicdo 1:100 do Drabkin em agua deionizada. Essa
solugdo é estavel por 2 meses em frasco escuro. Descartar se apresentar turvacdo ou

precipitados.

2. Padrao de Hemoglobina (HS): Adicionar 0,1 mL de solu¢éo padrdo de hemoglobina em 12,5 mL
de solucéo de Drabkin. Mixar bem.

3. Procedimento:
a) Rotular 5 tubos para as concentracdes de 80, 60, 40, 20 e 0 mg% de CMH e adicionar SD e HS
nos tubos de acordo com o QUADRO 1;

QUADRO 1. Concentragédo de CMH (mg%)

- CONCENTRACAO CMH (mg%
SOLUCAO ¢ (mg%)
80 60 40 20 0
HS (mL) 4.0 3.0 2.0 1,0 0.0
SD (ML) 0.0 1,0 2.0 3.0 40

Fonte: LFDA-PA

b) Zerar o espectrofotdmetro com o tubo 0,0 mg% CMH (solugéo de Drabkin);

c) Fazer 3 leituras de densidade 6ptica (DO) de cada tubo, zerando aparelho entre as sequéncias de
leituras;

d) Calcular a média das leituras das DOs de cada tubo e depois a soma das médias, conforme
exemplo do QUADRO 2;

QUADRO 2. Exemplo da Média de Leitura das DOs.

TUBO | CONCENTRACAO CMH (mg%) MEDIA DAS DO
1 80 0,492
2 60 0,369
3 40 0,246
4 20 0,128
Soma 200 1,236

Fonte: LFDA-PA

e) Calcular o Fator de Instrumento (Fl), conforme férmula a seguir:

FI=3 CMH mg%/DO
3 X DO

f)  Exemplo baseado ho QUADRO 2:

_ 200 mg%

= g,
53¢ = 161.81mg%/D0
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g) Calcular a Densidade Optica Alvo (DOawo), conforme formula a seguir e utilizando o QUADRO 3:

F

DO awve = Padrao CMH%

QUADRO 3. Padrdo CMH mg%

SUSPENSAO DE HEMACIA (%) PADRAO CMH (mg%)
2,0 25,03
2,8 35,04
3,0 37,54

Fonte: LFDA-PA

h) Exemplo baseado no QUADRO 2 para Suspensédo de Hemacia a 2%:

25,03

DO = —
alve ™ g1 a3

= 0,15
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ANEXO II
TITULACAO DO COMPLEMENTO (C")

Realizar a diluicdo 1:10 do complemento puro: adicionar 9,0 mL de Solucdo de Trabalho e 1,0 mL
de complemento no tubo de ensaio devidamente identificado (C’'1:10). Homogeneizar a solugéo
por inversdo ou com agitador de tubos e deixar estabilizar por 20 minutos em banho de gelo. O C’
1:10 pode ser estocado a -70°C, e, uma vez descongelado a sobra deve ser descartada;

Obs.1: Todo o procedimento de Titulacdo do Complemento deve ser realizado em banho de gelo.

2.

~

Preparar diluicbes a partir do C'1:10 de acordo com o0 QUADRO 1. Realizar no minimo trés
dilui¢Bes indicadas na TABELA e identificar os tubos de ensaio com o titulo da diluig&o realizada.
Homogeneizar as solucbes por inversdo ou com agitador de tubos e deixar estabilizar por 20
minutos em banho de gelo;

QUADRO 1 - Diluicdo do Complemento.

TITULO C 1:10 (mL) ST (mL)
200 0,4 7,6
250 0,3 7,2
300 0,3 8,7
400 0,3 11,7
500 0,3 14,7
600 0,3 17,7
700 0,3 20,7

Fonte: LFDA-PA

Para cada diluicdo realizada, identificar uma série de quatro tubos de ensaio com titulo e
numeracao de 3 a 6. Por exemplo: para o titulo 200 identificar 4 tubos (C'200/3, C’200/4, C’200/5,
C’200/6);

Distribuir os reagentes nos tubos conforme o QUADRO 2;

QUADRO 2: Titulacdo do Complemento.

SOLUCAO TUBO 3 TUBO 4 TUBO 5 TUBO 6
ST (mL) 1,2 0,8 0,4 0,0
C’ Diluido (mL) 1,2 1,6 2,0 2,4
SH (mL) 1,6 1,6 1,6 1,6

Fonte: LFDA-PA

Homogeneizar os tubos por invers@o e coloca-los em banho-maria a 37°C+2°C por 15 minutos.
Homogeneizar novamente e recolocé-los em banho-maria a 37°C+2°C por mais 15 minutos;
Centrifugar os tubos a 900xg por 10 minutos em centrifuga refrigerada;

Ler a DO de cada tubo em espectrofotémetro com comprimento de onda de 540nm;

O titulo do C’ a ser utilizado no ensaio sera aquele que apresentar DO inferior ao percentual de
hemodlise de 50% nas duas primeiras diluicbes e DO superior a 50% de hemalise nas duas Ultimas
dilui¢cbes;

Obs.2: Quando o titulo do complemento estiver entre dois valores do QUADRO 1, utilizar o titulo
intermediario (Exemplo: entre 500 e 600, utilizar o titulo médio de 550).
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9. Construir o grafico logaritmico da titulagao do C’, conforme descrito no ANEXO Il (opcional).
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ANEXO Il
CONSTRUCAO DE GRAFICO LOGARITMICO DA TITULACAO DO COMPLEMENTO (C’)

1. Construir o grafico em papel milimetrado di-log, onde o eixo “Y” corresponde ao volume de C’ em
mL e o eixo “X” ao percentual de Hemdlise;

2. No eixo “Y” marcar os numeros logaritmicos 3, 4, 5 e 6, correspondentes aos tubos 3, 4, 5 e 6,
gue equivalem a 0,3; 0,4; 0,5 e 0,6 mL de C’;

3. Determinar o percentual de hemdlise para os tubos 3, 4, 5 e 6 referentes ao Complemento cujo
titulo foi selecionado, através de regra de trés simples entre as DOs obtidas de cada tubo e as
DOs do percentual de hemolise do Padrao de Cor correspondente. No eixo “X” marcar o valor
correspondente ao percentual de hemdlise calculado de cada tubo;

4. Marcar no grafico, o ponto de interseg¢ao entre o numero logaritmico (eixo “Y”) com seu respectivo
percentual de hemdlise (eixo “X”);

5. Tragar umareta entre os dois primeiros pontos de interse¢do encontrados e tragar outra reta entre
os dois ultimos pontos e marcar o ponto médio em cada reta obtida;

6. Tracar uma nova reta entre os pontos médios obtidos;

7. Marcar o ponto médio da diagonal e a partir deste ponto tragar uma reta até o eixo “Y” para
determinar a inclinagcdo da reta diagonal. A inclinagédo aceitavel é de 4,4 + 20% (0,44mL). Se a
inclinacdo néo estiver dentro deste parametro, repetir a titulagdo do C* com novo lote de hemécia
preservada,;

8. Exemplo de gréfico conforme FIGURA 1.

FIGURA 1 — Gréfico logaritmico.
Fonte: NVSL, 1997.

Percentual de Hemlise

Obs.1: O gréfico € vélido quando os dois primeiros pontos (3 e 4) estdo a esquerda e os dois Ultimos
pontos (5 e 6) estdo a direita, considerando o ponto 50% de hemolise no eixo “X”.

Obs.2: Quando o melhor titulo do complemento a ser utilizado no ensaio for um titulo intermediario,

ndo previsto nas titulagbes realizadas, deverd ser utilizado o titulo médio, ndo sendo possivel a
construcao do gréfico.
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b)

c)

d)

b)
c)

d)

5.

ANEXO IV
TITULACAO DO ANTIGENO

Preparacao do Soro Controle
Diluir 80 pL do soro controle de médio a baixo titulo em 320 pL de solu¢do de trabalho (ST) e
inativa-lo por 30 min. a 59°C * 2°C. ApGs este periodo, estabilizar o soro a temperatura ambiente.

Preparacao do Antigeno

Diluir 40 uL do antigeno concentrado em 600 uL de ST para obter a diluicao de 1:16. A diluicao
inicial e seriada do antigeno poderé variar de acordo com o fabricante e lote utilizados;

Rotular quatro microtubos de 1,5 mL com as dilui¢cdes 1:32, 1:64, 1:128 e 1:256 e adicionar 300
pML de ST em cada um;

Transferir 300 pL do antigeno 1:16 para o tubo 1:32. Homogeneizar e transferir 300 uL para o tubo
1:64. Repetir o procedimento até a diluicdo final (1:256) e, depois de homogeneizar, desprezar
300 uL;

O antigeno pode ser utilizado até 5 dias ap6és ter sido diluido. Durante este tempo, deve ser
mantido refrigerado (2°C a 8°C).

Preparacdo do Complemento

Titular o complemento conforme Anexo li;

Preparar 1,5 mL do complemento com o titulo encontrado;

Rotular dois microtubos de 1,5 mL com as diluigbes 2 e ¥4 do C’ e adicionar 200 yL de ST em
cada um;

Transferir 200 yL do complemento C’ para o tubo 72 do C’, homogeneizar e transferir 200 pL para
o tubo Y2 do C’. Depois de homogeneizar, desprezar 200 L.

Preparacdo dos Reagentes

Preparar Suspensédo de Hemécia a 2%, Padréo de Cor e Sistema Hemolitico (SH) conforme itens
3.3.56.2 a), b) e ¢) do capitulo 2.3.2.

Execucéo da Titulagdo do Antigeno

5.1 Rotulagem da Microplaca

QUADRO 1 - Placa para titulacdo do antigeno.

1 2 g 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Diluicéo do Diluicéo do Soro Controle AC
Antigeno 1.5 1:10 1:20 1:40 1:80 1:160 1:320 C’ 1/2C’ 1/4C’

A 1:16 100%
B 1:32 75%
C 1:64 50%
D 1:128 25%
E 1:256 0%
F ST
G
H

Fonte: LFDA-PA
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5.2
a)
b)
c)

Adicdo dos Reagentes na Microplaca

Adicionar 25 pL do soro controle inativado nas colunas 1 e 2 (1:5 e 1:10) nas linhas A até E;
Adicionar 25 pL de ST nas colunas 2 até 7 (1:10 até 1:320) nas linhas A até E;

Transferir 25 pL do soro controle dos pogos de diluicdo 1:10 (coluna 2) para 1:20 (coluna 3),
homogeneizando sempre antes da transferéncia. Repetir o procedimento até a diluicédo final na
coluna 7 (1:320) e, depois de homogeneizar, desprezar 25 pL;

Adicionar 25 uL do soro na diluicdo 1:5 no primeiro pogo da linha F;

Adicionar 25 pL de ST nas colunas 8, 9 e 10 (controle AC);

Adicionar 25 uL de cada diluicdo do antigeno nas linhas correspondentes (A até E) nas colunas 1
até 10 (QUADRO 1);

Adicionar 25 pL de ST nos pocos 1F, 8F, 9F e 10F;

Adicionar 25 pL do complemento C’ nas colunas 1 até 8 e linhas de A até E, e nos pogos 1F e 8F
(QUADRO 1);

Adicionar 25 uL do complemento C’ diluido 1/2 na coluna 9 e linhas de A até F, e 25 yL do C’
diluido 1/4 na coluna 10, linhas de A até F (QUADRO 1);

Cobrir as placas para minimizar a evaporagao e mixar com auxilio do agitador de microplacas por
2 minutos;

Incubar em refrigeracdo (2°C a 8°C) por 18h £ 2 h;

Apobs o periodo de incubacao, adicionar 50 yL do SH em todos os pocos (QUADRO 1);
Homogeneizar por inversédo os tubos com Padréo de Cor reservados (0%, 25%, 50%, 75% e 100%
de hemdlise) e adicionar 125 pL nos seus respectivos pogos, conforme QUADRO 1;

Cobrir a placa e mixar por 2 minutos com auxilio do agitador de microplacas;

Incubar a placa em estufa a 37°C + 2°C por 20 minutos;

Mixar a placa por 2 minutos para ressuspender as células nao lisadas e incubar novamente a 37°C
+ 2°C por 25 minutos;

Deixar a placa no minimo 2 horas em refrigeracdo (2°C a 8°C).

Leitura

Realizar a leitura do resultado de cada poc¢o avaliando o percentual de hemdlise comparado ao
Padréo de Cor, conforme item 3.3.7 a) do capitulo 2.3.2;

A diluicdo a ser utilizada no teste diagnostico deve ser o dobro da diluicdo mais sensivel na
titulagéo. A diluicdo do antigeno escolhida deve mostrar 100% de hemdlise (0) como C’' e 1/2C’ e
pelo menos 50% de hemdlise (>2+) com 1/4C’. O soro que apresentar reagao anticomplementar
no poc¢o 1F, ndo deve ser utilizado para titulacdo do antigeno.

A leitura da placa esta exemplificada no QUADRO 2. No exemplo do QUADRO 2, a diluicdo mais
sensivel do antigeno € 1:64. No teste de diagndstico, o antigeno € utilizado com o dobro desta
concentracao (1:32 no exemplo fornecido).

QUADRO 2 — Exemplo de Leitura da microplaca, em percentual de hemdlise expressa em cruzes.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Diluicéo do Diluicdo do Soro Controle AC
Antigeno 1.5 1:10 1:20 1:40 1:80 1:160 1:320 C’ 1/2C’ 1/4C’

A 1:16 4+ 4+ 4+ 1+ 0 0 0 0 0 2+ 0
B 1:32 4+ 4+ 4+ 4+ 1+ 0 0 0 0 3+ 1+
C 1:64 4+ 4+ 4+ 3+ 2+ 0 0 0 0 3+ 2+
D 1:128 4+ 4+ 4+ 4+ 1+ 0 0 0 0 3+ 3+
E 1:256 1+ 3+ 4+ 1+ 0 0 0 0 0 3+ 4+
F ST 0 0 0 3+
G
H

Fonte: LFDA-PA
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1. Diluigdo do Complemento (C’)
a) Preparar a diluicdo do Complemento 1:10 e deixar estabilizar por 20 minutos;

ANEXO V

TITULACAO DA HEMOLISINA

b) Preparar as diluicdes 1:200, 1:250 e 1:300 e deixar estabilizar por mais 20 minutos de acordo com

o item 2 do Anexo Il.

2. Diluicdo da Hemolisina (HL)

a) PrepararaHL a 1:10: pipetar 100 uL de HL pura em 900 pL de solugdo salina 0,85% (essa solugao
pode ser estocada para uso na prova);

b) Preparar a HL a 1:100: pipetar 200 uL de HL 1:10 em 1800 pL de solugao de trabalho (ST);
c) Preparar a HL a 1:1000: pipetar 2 mL de HL 1:100 em 18 mL de solugéo de trabalho (ST);

d) Rotular sete tubos e diluir a hemolisina conforme 0 QUADRO 1.

QUADRO 1 - Diluicdo da Hemolisina

DILUICAO HL 1:1000 (mL) ST (mL)
1:1500 2,0 1,0
1:2000 2,0 2,0
1:2500 2,0 3,0
1:3000 1,0 2,0
1:4000 1,0 3,0
1:8000 1,0 7.0
1:16000 0,5 7,5

3. Preparacao do Sistema Hemolitico

Fonte: LFDA-PA

a) Rotular oito tubos e pipetar 2,0 mL de cada diluicdo da HL e 2,0 mL de Hemacia 2%, conforme o

QUADRO 2;
QUADRO 2 - Preparo do Sistema Hemolitico para cada Diluicdo da Hemolisina.
TUBO HL (mL) Hemacia 2%(mL)
1:1000 2,0 da HL 1:1000 2,0
1:1500 2,0 da HL 1:1500 2,0
1:2000 2,0 da HL 1:2000 2,0
1:2500 2,0 da HL 1:2500 2,0
1:3000 2,0 da HL 1:3000 2,0
1:4000 2,0 da HL 1:4000 2,0
1:8000 2,0 da HL 1:8000 2,0
1:16000 2,0 da HL 1:16000 2,0

b) Homogeneizar em vortex ou por inversao e incubar em banho-maria a 37 °C por 10 minutos.

4. Titulagdo da Hemolisina

a) Preparar uma série de oito tubos para cada diluicdo do complemento, conforme a FIGURA 1;

Fonte: LFDA-PA

202



FIGURA 1 - Diluicdo do Complemento

Complemento 1:200

1:1000 1:1500 1:2000  1:2500 1:3000 1:4000 1:8000 1:16000

Complemento 1:250

1:1000 1:1500  1:2000 1:2500 1:3000 1:4000 1:8000 1:16000

Complemento 1:300

11000 11500  1:2000 1:2500 1:3000 1:4000 1:8000 1:16000

Fonte: LFDA-PA

b) Adicionar 800 yL de STT em cada tubo;

c) Adicionar 400 uL de cada diluicao do complemento na série correspondente;

d) Adicionar 800 pL de SH obtido do QUADRO 2 para cada série de diluicdo de hemolisina
correspondente;

e) Homogeneizar cada tubo em vortex ou por inverséo e incubar em banho-maria a 37°C por 15
minutos;

f) Retirar os tubos do banho-maria, homogeneizar e incubar no banho-maria a 37°C por mais 15
minutos;

g) Centrifugar por 900 x g por 10 minutos;

h) Realizar a leitura das DOs (540 nm) em espectrofotébmetro.

5. Construcao do Gréfico

a) Calcular o porcentual de hemolise de cada tubo da titulacdo de HL comparando com o padréo de
cor (PC):

% Hemadlise (tubo) = DO (tubo) X % Hemdélise (PC)
DO (PC)

b) Em papel milimetrado, tragar uma reta com uma régua milimetrada a partir do ponto zero, na
horizontal (eixo X) para o lado direito, marcar no ponto de 20 cm a dilui¢do 1:1000;

c) Para calcular os demais pontos do eixo X, dividir 20000 por cada diluicdo, conforme o QUADRO

3;

203



d)

f)

QUADRO 3 — Célculo dos pontos no eixo X.

2000

2500

3000

4000 8000

16000

1000 1500
cm 20 13,3

10

8

6,7

5

2,5

1,25

Fonte: LFDA-PA

Na reta vertical (eixo Y), marcar os porcentuais de hemolise (10% a 100%), com espaco de dois
em dois quadrantes (2 cm em 2 cm);

Marcar os pontos e tracar o gréafico;

O ponto étimo sera aquele que mostrar uma estabilidade (FIGURA 2). A titulacdo final da HL ser&a

0 ponto seguinte do plato.

FIGURA 2 — Titulagdo da Hemolisina.

1 Percentual de Hemolise

ig B 8

00ST

0002

Dilui¢do da Hemolisina

0081

0001

Fonte: NVSL, 1997.
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ANEXO VI
PREPARACAO DAS SOLUCOES

SOLUCAO SALINA (0,85%)

. Materiais e equipamentos

Espatula e recipiente para pesagem;

Béquer 500 mL;

Baldo volumétrico 1000 mL;

Bastao de vidro;

Frasco estéril 1000 mL (2X);

Barra magnética;

Agitador magnético;

Balancga analitica;

Autoclave ou membrana de filtracdo 0,22 pm, seringa estéril e cabine de seguranca biolégica

. Componentes

Cloreto de sddio (NaCl) 8,5 g;
Agua deionizada g.s.p. 1000 mL

. Instrucéo de Preparo

Pesar o NaCl e dissolver em aproximadamente 500 mL de dgua deionizada;

Completar o volume até 1000 mL;

Esterilizar a 121°C por 15 minutos ou filtrar por membrana com porosidade de 0,22 um (separar
uma aliquota para a medicdo do pH); Observagdo: Nao é necessario verificar o pH;
Armazenamento: 2°C a 8°C;

Prazo de validade: 03 meses.

2. SOLUCAO DE ALSEVER

2.1.

a)
b)
c)

Materiais e equipamentos
Espatula e recipiente para pesagem;
Béquer 200 mL;

Baldo volumétrico 200 mL;

Bastéo de vidro;

Baldo de fundo chato 500 mL (2X);
Barra magnética;

Balancga analitica;

Agitador magnético;

Medidor de pH;

Autoclave ou membrana de filtracdo 0,22 pm e seringa estéril;
Cabine de seguranca biologica.

Componentes

Glicose 3,74 g;

Citrato de sddio anidro (NasCesHs07) 1,6 g;

(ou Citrato de sddio diidratado (NasCesHs07 . 2H20) 1,82 g;
Acido citrico monoidratado (HzCeHs07 . H20) 0,11 g;

(ou Acido citrico anidro (H3CsHs07) 0,10 g;

Cloreto de sddio (NaCl) 0, 84 g;
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b)

c)
d)

Agua deionizada qg.s.p. 200 mL.

Instrucdo de Preparo

Pesar os componentes e dissolver separadamente os sais em mais ou menos 100 mL de agua
deionizada (se necessario aquecer para completa dissolu¢ao);

Adicionar a glicose e completar o volume com agua deionizada até 200 mL;

Autoclavar a 115 °C durante 15 minutos ou filtrar por membrana com porosidade de 0,22 pm
(separar uma aliquota para a medi¢céo do pH);

O pH apoés esterilizagdo deve estar entre 6,1 e 6,3;

Armazenamento: 2°C a 8°C;

Prazo de Validade: 07 dias.

SOLUCAO CONCENTRADA DE TRIETANOLAMINA (SOLUCAO MAE)
Materiais e equipamentos
Espétula e recipiente para pesagem;
Béquer 600 mL;

Baldo volumétrico 100 e 500 mL;
Pipeta graduada 10 mL;

Bastao de vidro;

Frasco com tampa,;

Barra magnética;

Balancga analitica;

Agitador magnético;

Medidor de pH.

Componentes

Trietanolamina 14 mL;

Solucéo de Acido cloridrico 1 mol/L (HCI) 90 mL;

Cloreto de sédio (NaCl) 37,5 g;

Cloreto de magnésio hexahidratado (MgCl..6H,0) 0,5¢g (ou Cloreto de magnésio anidro 0,235 g;
Cloreto de calcio anidro (CaCl,) 0,075 g (ou Cloreto de célcio diidratado (CaCl..2H20) 0,10 g;
Agua deionizada g.s.p. 500 mL.

Instrugcdo de Preparo

Preparar a solucdo de acido cloridrico 1 mol/L (HCI) adicionando 8,3 mL de HCI (37%, 1,19 g/L)
em aproximadamente 70 mL de agua deionizada e completando o volume até 100 mL com agua
deionizada em baldo volumétrico;

Pesar os componentes;

Dissolver o cloreto de sédio em aproximadamente 300 mL de &gua;

Adicionar, sob agitacdo, na seguinte ordem: cloreto de calcio, cloreto de magnésio e a solucéo de
acido cloridrico;

Adicionar a trietanolamina e lavar o frasco que a contém;

Completar o volume com agua deionizada até 500 mL;

Medir o pH da solucéo, que deve estar entre 6,9 e 7,7 (o pH da solucéo ndo pode ser corrigido);
Armazenamento: Em frasco com tampa sob temperatura de 2°C a 8°C;

Prazo de Validade: 30 dias.

Obs.1: A Trietanolamina € um liquido muito viscoso e deve ser medido cuidadosamente em proveta.
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4. SOLUCAO DE TRIETANOLAMINA TRABALHO (SOLUCAO DE TRABALHO)
4.1 Materiais e equipamentos

a) Espéatula e recipiente para pesagem;
b) Béquer 500 mL;

c) Béquer 1000 mL;

d) Baldo volumétrico 1000 mL;

e) Bastao de vidro;

f)  Frasco com tampa;

g) Barra magnética;

h) Balanca analitica;

i) Agitador magnético;

j) Medidor de pH;

k) Micro-ondas.

4.2 Componentes

a) Solucao concentrada de trietanolamina 100 mL;
b) Gelatina 0,5 g;

c) Agua deionizada g.s.p. 1000 mL.

4.3 Instrucédo de Preparo

a) Pesar a gelatina e dissolver a gelatina em aproximadamente 100 mL de &gua deionizada,
aquecendo em micro-ondas por dois minutos em poténcia média;

b) Acrescentar aproximadamente 500 mL de agua deionizada no baldo volumétrico e adicionar a
solucéo concentrada de trietanolamina e a gelatina, lavando o becker;

c) Completar o volume com agua deionizada até o valor de 1000 mL;

d) Medir o pH da solugéo, que deve estar entre 7,3 e 7,4;

e) Se necessario, corrigir o pH com solucéo de hidroxido de sodio (NaOH) 1 N ou de &cido cloridrico
(HCI) 1 N;

f)  Armazenamento: Em frasco com tampa sob temperatura de 2°C a 8°C;

g) Prazo de validade: 30 dias.

Obs.2: Para preparar a solucdo de NaOH 1 N, pesar 4 g de NaOH e completar o volume para 100 mL

de agua deionizada em bal@o volumétrico. Para preparar a solugdo de HCI 1 N, seguir as instru¢ées
do item 3.3.a).
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Seccéo 2.4

Suinos
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CAPITULO 2.4.1
PESTE SUINA CLASSICA - PSC

1. Amostras
Sao consideradas amostras para o diagnéstico da Peste Suina Classica:
1.1. Deteccéo da Resposta Imune

a)  Soro sanguineo;
b)  Plasma fresco.

1.2. Identificacdo do Agente

a) Sangue total;

b) Tonsilas Palatinas;
c) Bago;

d) Rins;

e) Linfonodos;

f) lleo;

g) Pulméo

2. Recebimento das Amostras

2.1. Disposic¢Oes Gerais

2.1.1. Para atendimento aos Programas e Controles OficialS DO mapa os Laboratérios credenciados
somente receberdo as amostras previstas na legislagdo em vigor para as finalidades e ensaios
previstos no seu escopo de credenciamento.

2.1.2. Deveréo ser obedecidos os critérios estabelecidos no capitulo de verificagdo de conformidade
de amostras.

3. Técnicas de Diagnostico
3.1. Disposigdes Gerais

3.1.1. Somente poderdo ser utilizados insumos de diagndstico que tenham registro no MAPA,
segundo legislacdo em vigor;

3.1.2. Todos os insumos utilizados na andlise devem ser controlados e previamente testados e
aprovados;

3.1.3. O laboratério deverd realizar os ensaios obedecendo as temperaturas preconizadas pelo
fabricante dos insumos.

a) Quando esta informacdo ndo constar na bula o laboratrio devera consultar o fabricante,
mesmo que a indicacdo seja de realizacdo a temperatura ambiente;

b) Quando nédo informado pelo fabricante, serdo considerados como temperatura ambiente
valores de temperatura entre 18 a 25°C.
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3.1.4 Antes da utilizacdo dos insumos, realizar a avaliacdo de todos os parametros referentes aos
lotes e valores de ponto de corte dos critérios interpretacdo dos resultados;

3.1.5 O laboratério deve estabelecer um meio de avaliagdo apropriado para todos os insumos
utilizados nos ensaios;

3.1.6. Devem ser retidos os registros dos controles dos ensaios realizados, devendo ser registrada
data e responsavel de todas as etapas realizadas para cada amostra analisada;

3.1.7. Os resultados encontrados para cada amostra e controles, dados dos insumos utilizados e
outras informac0des pertinentes devem ser registrados em formularios préprios do laboratério.

Deteccédo da Resposta Imune
3.2. Ensaio Imunoenzimatico (ELISA)

3.2 1. Materiais

a) Luvas para procedimentos;

b)  Pipetas de vidro graduadas ou descartaveis;
c) Provetas graduadas;

d) Béqueres;

e) Erlenmeyers;

f) Ponteiras descartaveis;

g) Descartador de ponteiras;

h)  Reservatorios para solu¢des (cubetas);

i) Papel absorvente;

)] Selador ou tampa para placas de ELISA;

k)  Caneta para identificacdo de vidraria;

)i Cubas para descarte de materiais resistentes a autoclavagéo.

3.2 2. Equipamentos e instrumentos

a) Autoclave;

b) Geladeira;

c) Estufa;

d) Termbmetros

e)  Micropipetas monocanal e multicanal de volumes regulaveis;
f) Pipetador automatico ou manual;

g) Leitora de ELISA;

h)  Cronbmetros;

i) Agitador de tubos tipo vértex (opcional);
) Agitador de microplacas (opcional);

k) Lavadora de microplacas (opcional);

3.2 3. Insumos
a) Kits de ELISA de detecc¢édo de anticorpos para o virus da PSC.

3.2.4. Solucgdes

a) No preparo das solugdes deve ser utilizado somente os reagentes fornecidos pelo fabricante,
ou aqueles por ele indicados;
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b) Conjugados, substratos e solucdo de parada deverdo ser utilizados obedecendo-se as
condicdes do fabricante;

c) No preparo da solucdo de lavagem deve-se assegurar que nao existem cristais precipitados na
solucéo;

d) Diluir a solugBes utilizando agua ultrapura ou destilada conforme instru¢cdes do fabricante e
homogeneizar.

3.2 5. Realizac¢do do ensaio

f) Para realizacdo dos ensaios de ELISA devem ser consideradas as orientacdes do fabricante
do kit de diagndstico utilizado. Atentar para ocorréncia de atualizacdo na bula do kit, principalmente
em mudancas de lote;

g) A ordem de execucao das etapas do ensaio, duracdo, volumes utilizados e temperatura de
incubacédo variam de acordo com fabricante do kit utilizado;

h)  Homogeneizar gentilmente todos reagentes e amostras antes do uso;

i) Utilizar ponteiras distintas para cada controle e amostra de soro;

i) Homogeneizar as placas tocando-as na lateral ou utilizando um agitador de placas;

k)  Nas etapas de incubacéo, as placas devem ser seladas para se evitar evaporacao;

)i As placas devem ser lavadas com a solucéo indicada pelo kit. ApGs a ultima lavagem remover
residuos em um material absorvente (papel toalha ou toalha). Deixar as placas secas o minimo de
tempo possivel entre a lavagem e adigdo do proximo reagente;

m) Decorridas todas as etapas do teste, realizar a leitura da absorbancia na leitora de ELISA
utilizando filtro com comprimento de onda indicado nas instru¢des do fabricante.

3.2 6. Critérios de aceitagdo do Ensaio

a) O resultado do ensaio sera considerado valido somente se as DOs dos soros controles
estiverem dentro dos limites aceitaveis e determinados pelo fabricante. Caso contrario, o ensaio deve
ser repetido.

3.2.7. Interpretagéo dos resultados

a) De acordo com as DOs obtidas consideram-se as amostras como reagentes ou nao reagentes.
As amostras reagentes devem ser encaminhadas para o Laboratério Federal de Defesa Agropecuario
(LFDA) designado para realizar a confirmacao por Virusneutralizagéo;

b) Amostras com DO entre os dois pontos de corte estabelecidos serdo consideradas
inconclusivas e deverdo ser novamente ensaiadas. Se no reensaio o inconclusivo persistir, a amostra
deve ser encaminhada ao LFDA para confirmacéo por teste de Virusneutralizagao.

3.2.8. Emissao dos resultados

a) Os resultados deverdo ser emitidos em documento denominado “Relatério de Ensaio” e
expresso como, reagente, ndo reagente, ou de acordo com o preconizado com o fabricante do insumo
(kit de diagnéstico).

3.2.9. Descarte de Amostras e Residuos
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a) Antes da realizacdo do descarte de amostras e produtos de ensaio deverdo ser observados os
prazos minimos estabelecidos no item 3.2.10. Retencéo de Itens de Ensaio;

b)  Todo material utilizado na realizacao do ensaio deve ser imerso em cuba com solucdo de acido
citrico 0,2%, hipoclorito de sddio 0,5% ou solugdo para descontaminagdo similar, por no minimo de 1
hora;

c) ApOs este periodo, todo o material utilizado na realizagdo do ensaio deve ser submetido ao
processo de autoclavacao apropriado e validado. A efetividade de esterilizacdo deve estar comprovada
em procedimentos préprios do laboratorio;

d) O laboratério deve assegurar a biosseguridade dos residuos gerados e seguir as legislacdes
ambientais vigentes durante todo processo de descarte.

3.2.10. Retencgédo de itens de ensaio

a)  Soro sanguineo
Poderdo ser descartados 60 dias apés a emissdo do relatério de ensaio, registrando-se nos
formularios préprios e conferidos antes do descarte.

b) Amostras positivas de qualquer origem devem ser armazenadas de forma permanente,
incluindo todos os registros e documentacao pertinente, devendo elas serem registradas e controladas
pelo laboratério responsavel pela analise.

3.3. Teste de Virusneutralizacéo
3.3.1. Materiais

a)Luvas para procedimentos;

b)Pipetas de vidro graduadas ou descartaveis;

c) Provetas graduadas;

d)Béqueres;

e) Erlenmeyers;

f) Frascos de vidro tipo penicilina com tampa;

g)Ponteiras descartaveis;

h)Descartador de ponteiras;

i) Reservatérios para solugées (cubetas);

i) Papel absorvente;

k) Microplacas para cultivo celular em poliestireno cristal com 96 cavidades de fundo chato;
)i Caneta para identificacdo de vidraria;

m) Cubas para descarte de materiais resistente a autoclavacao.

3.3.2. Equipamentos e instrumentos

a) Autoclave;

b) Cabine de seguranca bioldgica classe Il B1 (requisito minimo);
c) Geladeira;

d) Freezer,;

e) Estufa com atmosfera de COy;

f) Estufa;
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g) Banho seco ou que empregam agua;

h)  TermOmetros;

i) Micropipetas mono e multicanais de volumes regulaveis;

)] Pipetador automético ou manual;

k)  Agitador de tubos;

1 Microscopio invertido;

m)  Microscépio de fluorescéncia (para ensaios com anticorpos marcados com isotiocianato de
fluoresceina);

n) Balanca analitica;

0) Centrifuga refrigerada.

3.3.3. Insumos

a) Suspensao celular de linhagem sensivel (PK-15 ou SK-6);

b) Meio MEM (Meio Essencial Minimo, reconstituido de acordo com o fabricante);

c) Soro fetal bovino (SFB) livre de pestivirus (BVDV) e micoplasma;

d) Solugdo de antibidticos e antifungicos;

e) Anticorpo hiperimune para o virus da PSC;

f) Anticorpo anti-lgG de suino marcada com isotiocianato de fluoresceina ou peroxidase;
g) Anticorpo reagente e ndo reagente para os virus da PSC e Diarréia Bovina a Virus
h)  Cepas do virus da PSC e da Diarréia Bovina a Virus;

i) Ovoalbumina Grau V,

)] Peroxido de hidrogénio 30 % (V/V);

k) Tween 80;

) Tween 20 (opcional).

3.3.4. Solucgbes

a) Meio MEM com piruvato com 5% de soro fetal bovino e antimicrobianos;
b)  Solugéo de salina 0,15 mol/L %;

c) Acido citrico 0,2 %;

d) Solucdo salina 0,85 % fosfatada tamponada (PBS) pH 7,2-7,4;

e) Solucéo de estoque de 3-amino-9-etil carbazol (AEC) - 0,4 %;

f) Acetato de sédio 0,05 mol/L pH 5,0;

g) Solucdo de antibidticos e antifungicos.

3.3.5. Realizagéo do ensaio
3.3.5.1. Incubacédo soro teste e virus

a) Incubar as amostras de soro em banho seco ou que empregam agua a 56 °C por 30 minutos
para inativacdo do complemento;

b) Os soros deverdo ser em uma ou duas colunas para se realizar a titulacdo da amostra;

c)  Utilizar microplacas para cultivo de células de 96 pogos, com 12 colunas identificadas de 1 a
12, e 8 linhas identificadas com a letra A até H;

d) Acrescentar 80 uL de MEM nos pocgos das linhas A e B e 50 UL nos demais pogos da placa;

e) Colocar 20 yL de cada amostra de soro a ser testada nos pogos das linhas A (controle de
toxidez) e B da microplaca. O mesmo procedimento deve ser feito com uma amostra de soro reagente
e uma de soro ndo reagente, com fins de controle de prova,
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f) Homogeneizar e transferir 50 UL da linha B para a linha C e assim sucessivamente até a linha
H. Descartar 50 yL ao final;

g) Manter pelo menos uma coluna da microplaca para controle de células.Adicionar nesta
coluna, 100 uL de MEM e 50 pL volume da suspenséo celular utilizada na prova, conforme descrito no
item [;

h) Retirar um criotubo do virus de PSC do ultrafreezer, o qual ja devera ter sido titulado pelo
método de Reed-Muenchen. Este método sera também empregado na titulacdo da diluicdo de trabalho
do virus (retrotitulacéo);

i) Diluir o virus de acordo com o titulo para que no ensaio sejam utilizados aproximadamente
100 TCIDso/50 L (DT- diluicdo de trabalho);

) Adicionar 50 pL da diluigao trabalho do virus aos pocos, com excecdo do controle de toxidez
e controle de células. Homogeneizar batendo suavemente na lateral da placa;

k) Incubar as microplacas a 37 ° C £ 1 °C, em estufa com 5% de atmosfera de CO2 por um
periodo de 1 hora;

)i Adicionar a todos os poc¢os 50 pL de suspensao celular contendo 2 x 10° células/mL com 10%
SFB iniciando-se pela coluna referente ao controle de células;

m) Incubar as microplacas a 37 ° C £ 1 °C, em estufa com 5% de atmosfera de CO- por 72 horas;

n) Ap6s o término do periodo de incubacao, fixar as microplacas e proceder a imunocoloracéo.

3.3.5.2. Fixacdo das microplacas

a) Descartar o meio em cuba com acido citrico 0,2%;

b) Lavar a microplaca uma vez com PBS utilizando 200 uL por poco;

c) Secar a microplacas utilizando papel toalha;

d) Fixar as monocamadas de células incubando as microplacas em estufa com temperatura

entre 70 °C a 80 °C por uma hora.

3.3.5.3. Imunocoloragéo das microplacas
3.3.5.3.1. Imunoperoxidase - direta

a) Realizar titulagdo do anticorpo policlonal anti-PSC conjugado com peroxidase (conjugado anti-
PSC), frente a um cultivo celular infectado com o virus da PSC, para se conhecer a diluicdo ideal a ser
utilizada na prova (diluicdo de trabalho).

b) Para a diluicAo do anticorpo utilizar PBS, previamente tratado com 1 % de Tween e 1 % de
ovoalbumina GV e para a lavagem das placas utilizar PBS tratado com 1% de Tween 80;

c) Adicionar 50 pL da diluicdo de trabalho do conjugado anti-PSC a cada poco da microplaca;

d) Incubar em estufa a 37 °C = 1 °C por 60 minutos;

e) Lavar a microplaca trés vezes com 300 pL PBS;

f) Imediatamente antes do uso, preparar a solugdo de substrato-cromédgeno;

g) Acrescentar nos pocos 50 pL da solucao de substrato-cromdgeno em cada pogo da microplaca;

h) Manter a microplaca por 15 a 30 minutos em temperatura ambiente, protegido da luz;

i) Descartar o substrato-cromégeno e lavar a microplaca uma vez com PBS;

j)  Adicionar 50 uL de agua destilada por pogo da microplaca;

k) Fazer leitura da microplaca em microscopio de luz com imagem invertida. para observagédo de
cor vermelho escuro no citoplasma das células infectadas (FIGURA 1).

3.3.5.3.2. Imunoperoxidase —indireta
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a) Realizar titulacdo do anticorpo policlonal anti-PSC (anticorpo primario), e do anticorpo anti-suino
conjugado com peroxidase (conjugado anti-suino), frente a um cultivo celular infectado com o virus da
PSC, para se conhecer a diluicdo ideal desses anticorpos a serem utilizadas na prova (diluicdo de
trabalho dos anticorpos).

b) Para a diluicdo dos anticorpos utilizar PBS, previamente tratado com 1 % de Tween 80 e 1 % de
ovoalbumina GV e para a lavagem das placas utilizar PBS tratado com 1% de Tween 80;

c) Adicionar 50 pL da diluicdo de trabalho do anticorpo primario em cada pog¢o da microplaca;

d) Incubar em estufa a 37 °C £ 1 °C por 60 minutos;

e) Lavar a microplaca trés vezes com 300 uL de PBS;

f)  Adicionar 50 pL da diluicdo de trabalho do conjugado anti-suino em cada pog¢o da microplaca;

g) Incubar novamente em estufa a 37 °C + 1 °C por 60 minutos;

h) Lavar a microplaca cinco vezes com 300 uL de PBS;

i) Imediatamente antes do uso, preparar a solu¢do de substrato-cromdgeno;

j)  Acrescentar nos pogos 50 L da solugéo de substrato-cromégeno em cada pogo da microplaca;

k) Manter a microplaca por 15 a 30 minutos em temperatura ambiente, protegido da luz;

I) Descartar o substrato-cromégeno e lavar a placa uma vez com PBS;

m) Adicionar 50 pL de 4gua destilada por pogo da microplaca;

n) Fazer leitura da microplaca em microscopio de luz com imagem invertida.

3.3.5.3.3. Imunofluorescéncia Direta e Indireta

A realizagdo do ensaio com a utilizagdo de anticorpos marcados com isotiocianato de fluoresceina
deve ser feito de acordo com o item 3.3.5., de fixacdo de placas com o item 3.3.5.2, e 0s procedimentos
de imunocolaragcdo direta e indireta realizados de acordo com os itens 3.3.5.3.1 e 3.3.5.3.2,,
respectivamente. A leitura da prova deve ser realizada em microscépio de fluorescéncia.

3.3.5.4. Retrotitulacéo

a) Preparar trés diluicdes do virus em base 10 a partir da diluicdo de trabalho (10 102 e 10°3).
Essas trés diluicbes serdo utilizadas para a titulagéo da diluicdo de trabalho (retrotitulacdo);

b) Adicionar 50 yL de MEM em trés colunas de uma microplaca;

c) Adicionar 50 yL de cada uma das diluigdes do virus em uma coluna, comecando pelo virus

mais diluido, de forma que possam ser utilizadas as mesmas ponteiras e 0 mesmo reservatorio para
todas as diluigbes do virus;

d) Incubar as microplacas a 37 ° C £ 1 °C, em estufa com 5% de atmosfera de CO; por 1 hora;

e) Adicionar a todos os pogos 50 pL de suspensao celular contendo 2 x 10° células/mL com 10%
SFB iniciando-se pela coluna referente ao controle de células;

f) Incubar as placas em estufa de CO, com 5% de atmosfera de CO, por 72 horas;

g) Apo6s o término do periodo de incubacao, fixar as placas e proceder a imunocoloracéo
conforme descrito anteriormente nos itens 4.2.4.2 e 4.2.4.3, respectivamente;

h) Célculo do titulo deve ser feito pelo método de Reed-Muenchen com base na presenca ou

auséncia de crescimento viral nas colunas inoculadas com as diluigbes do virus.

3.3.6. Critérios de aceitacao da Prova

a) A prova estara valida quando a retrotitulacao do virus de prova na diluicao de trabalho
apresentar as doses infectantes dentro da variagéo 10 %5, que corresponde a 31 a 316 TCIDso/50 WL;

b) Sera considerada valida a prova em que 0s soros controle se apresentarem dentro do
comportamento esperado:
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I.  Soro controle REAGENTE, caracterizado pela auséncia de imunocoloracdo celular
especifica;

Il.  Soro controle NAO REAGENTE - Quando se utilizar anticorpos marcados com
peroxidase, a imunocoloracdo celular especifica € caracterizada pela presenca de
citoplasma corado em vermelho-tijolo ou vermelho-carmim, FIGURA 1. Em caso de se
utilizar anticorpos marcados com isotiocianato de fluoresceina, a imunocoloracéo celular
especifica é caracterizada pela presenca de citoplasma corado em verde fluorescente.

lll.  Controle de células apresentando tapete integro em todos 0s pocos isentos de
contaminacéo ou toxidez.

FIGURA 1 — Células PKjs infectadas com o virus da Peste Suina Classica coradas por
imunoperoxidase

Fonte: LFDA-MG

3.3.7. Interpretacéo dos resultados

a) O resultado é expresso pela reciproca da diluicAo mais alta do soro em que houve inibicdo da
replicagdo viral em 50% dos pogos (QUADRO 1).

b) A amostra sera considerada toxica quando se observar a auséncia de multiplicag&o celular, ou
destruicdo das células por componentes do soro no poco de controle de toxidez. Geralmente
€ caracterizada pela sedimentacgéo do cultivo semeado no fundo do poco.

c) A amostra sera considerada contaminada quando se observar o crescimento bacteriano ou
fungico no pogco amostra processada.

d) O titulo neutralizante se expressa pela reciproca da diluicado mais alta do soro em que houve
inibicdo da replicagéo viral em 50% dos pocos. (Quadro 1)

QUADRO 1 - Titulo neutralizante expresso pela reciproca da diluicdo mais alta do soro em que houve
inibicdo da replicagéo viral em 50% dos poc¢os.

DILUICAO | TITULO| TITULO LOGARITMICO POCO

1/10 10 1 B
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1/20 20 1,3 C
1/40 40 1,6 D
1/80 80 1,9 E
1/160 160 2,2 F
1/320 320 2,5 G
1/640 >=640 >=2,8 H

3.3.8. Emissao dos resultados

a) Os resultados deverao ser emitidos em documento denominado “Relatério de Ensaio” e
expresso como, REAGENTE, NAO REAGENTE, TOXICA ou CONTAMINADA. Caso a amostra seja
considerada reagente, deve ser descrito o valor do titulo final, que é expresso como o logaritmo da
diluicdo em que houve 100% de Virusneutralizagao.

3.3.9. Descarte de Amostras e Residuos

a) Antes da realizacdo do descarte de amostras e produtos de ensaio deverdo ser observados os
prazos minimos estabelecidos no item 5. Reten¢éo de Itens de Ensaio;

b)  Todo material utilizado na realizacao do ensaio deve ser imerso em cuba com solucéo de acido
citrico 0,2%, hipoclorito de sddio 0,5% ou solucdo para descontaminagdo similar, por no minimo de 1
hora;

c)  ApOs este periodo, todo o material utilizado na realizacdo do ensaio deve ser submetido ao
processo de autoclavagéo apropriado e validado. A efetividade de esterilizag&do deve estar comprovada
em procedimentos préprios do laborat6rio;

d) O laboratério deve assegurar a biosseguridade dos residuos gerados e seguir as legislacdes
ambientais vigentes durante todo processo de descarte.

3.3.10. Retencéo de itens de ensaio

a)  Soro sanguineo
Poderdo ser descartados 60 dias apds a emissdo do relatério de ensaio, registrando-se nos
formulérios proprios e conferidos antes do descarte;

b) Amostras positivas de qualquer origem devem ser armazenadas de forma permanente,

incluindo todos os registros e documentacdo pertinente, devendo ser registradas e controladas pelo
laboratério responséavel pela analise.
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Identificacdo do Agente

3.4. Isolamento viral

3.4.1. Materiais

a)
b)
c)
d)
e)
f)
9)
h)
i)
),
k)
1)
m)
n)
0)
p)
a)
r
s)

)

Luvas para procedimentos;

Pipetas de vidro graduadas ou descartaveis;

Provetas graduadas;

Béqueres;

Erlenmeyers;

Placas de Petri;

Frascos de vidro tipo penicilina com tampa;

Tubo de centrifuga,;

Tubos de ensaio;

Ponteiras descartaveis;

Descartador de ponteiras;

Reservatorios para solugdes (cubetas);

Papel absorvente;

Microplacas para cultivo celular em poliestireno com 24 cavidades de fundo chato;
Microplacas para cultivo celular em poliestireno com 96 cavidades de fundo chato;
Caneta para identificagédo de vidraria;

Cubas para descarte de materiais resistente a autoclavacao;
Areia estéril;

Filtro para seringa (0,45 pum);

Gral e Pistilo;

Tesoura cirdrgica e bisturi;

Seringa descartavel.

3.4.2. Equipamentos e instrumentos

a)
b)
c)
d)
e)
f)
9)
h)
i)
),
k)
)

m)

n)

0)
P)

Autoclave;

Cabine de seguranca bioldgica, classe Il A (requisito minimo);
Geladeira;

Freezer,

Estufa com atmosfera de COy;

Estufa;

Banho seco ou que empregam agua;

Termobmetros;

Micropipetas mono e multicanais de volumes regulaveis;
Pipetador automatico ou manual,

Agitador de tubos;

Microscépio invertido;

Microscopio de fluorescéncia, (para ensaios com anticorpos marcados com isotiocianato de
fluoresceina);

Crondbmetro;
Balanca analitica;
Centrifuga refrigerada.
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3.4.3. Insumos

a) Suspensdo celular de linhagem sensivel (PK-15 ou SK-6);

b) Meio MEM (Meio Essencial Minimo, reconstituido de acordo com o fabricante);

c)  Soro fetal bovino (SFB), livre de pestivirus (BVDV) e micoplasma;

d) Solucao de antibidticos e antifingicos;

e)  Anticorpo hiperimune para o virus da PSC;

f) Anticorpo anti-lgG de suino marcada com isotiocianato de fluoresceina ou peroxidase;
g) Cepas do virus da PSC;

h)  Ovoalbumina Grau V;

i) Peréxido de hidrogénio 30 % (V/V);

) Tween 80 ou Tween 20.

3.4.4. Solucgbes

a) Meio MEM com 5% de soro fetal bovino e tradado com solugdo de antibioticos e antifungicos;
b)  Solugéo de salina 0,15 mol/L %;

c) Acido citrico 0,2 %;

d) Solucéo salina 0,85 % fosfatada tamponada (PBS) pH 7,2-7,4;

e) Solucdo de estoque de 3-amino-9-etil carbazol (AEC) - 0,4 %;

f) Acetato de sédio 0,05 mol/L pH 5,0;

g) Solugdo de antibidticos e antifungicos.

3.4.5. Realizagao do ensaio
3.4.5.1. Preparo das amostras

a)  Processar aproximadamente 0,5 cm?de cada 6rgéo e tecido;

b)  Remover o excesso de tecido conjuntivo;

c) Recortar e macerar os fragmentos de cada 6rgdo preparando um pool para cada requisicao,
utilizando gral, pistilo e MEM tratado com solugdo antimicrobiana até que se forme uma pasta
homogénea. Pode ser utilizada areia estéril como abrasivo se necessario. Nao incluir amostras de
valvula ileo-cecal no isolamento de virus para minimizar a ocorréncia de contaminacao;

d) Completar o volume com MEM resultando em uma suspensao de aproximadamente 20 % (P/V);

e) Centrifugar a 3000 rpm por 10 minutos;

f) Colher o sobrenadante, filtrar e colocar em frasco devidamente identificado; descartar o
precipitado;

g) Adicionar 100 pL de solucdo antimicrobiana;

h)  Encaminhar 400 pL de inéculo ou de fragmentos do tecido tratado com 1,0 mL de Trizol para
diagnostico molecular.

3.4.5.2. Sangue total ou plasma

a) Caso sejam recebidas mais de uma amostra de sangue na requisicdo preparar um pool com
volume final de 1,0 mL. Por exemplo, para quatro amostras adicionar 250 pL de cada amostra;
b)  Adicionar 10 pL de solucdo antimicrobiana.

3.4.5.3. Passagens em células (suspensao celular) - imunoperoxidase
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a)  Adicionar 100 pL do in6culo de macerado de tecidos e 50 pL do inéculo de sangue total em um
poco da microplaca de 24 pocos.

b) Caso seja utilizada uma garrafa de 25 cm? utilizar 0,5 mL de inéculo de macerado de tecidos
ou 0,1 mL de sangue total;

c) Acrescentar 1 mL de suspensdao celular com 10 % de soro fetal bovino na concentracéo de
300.000 células/mL;

d) Incubar a microplaca por 48 a 72 horas em estufa de CO..

e) Fazer aleitura e registrar os resultados. Os materiais em que for observada contaminacéo néo
deverdo ser submetidos a segunda passagem.

f) Congelar a microplaca e descongelar;

g) Inocular o material da primeira passagem em microplaca de 96 pog¢os sendo que para cada
poco da microplaca de 24 pocos ou garrafa devera ser utilizada uma coluna da microplaca de 96 pocos;

h) Inocular 10 pL do inéculo nos pocgos Al, B1, Cl e D1;

i) Inocular 5 pL do in6culo nos pocos E1, F1, G1 e H1;

)] Adicionar 100 pL de células em todos os pogos reservando uma coluna para o controle de
células e uma para o controle de virus;

k)  Para o controle de virus utilizar o virus da PSC. Utilizar amostras ja diluidas como controle.

3.4.5.4. Fixacdo das microplacas

a) Descartar o meio em cuba com acido citrico;

b) Lavar a microplaca uma vez com PBS utilizando 200 uL por poco;

c) Secar a placa utilizando papel toalha;

d) Fixar as monocamadas de células incubando as microplacas entre 70 °C a 80 °C por uma a
trés horas.

3.4.5.5. Imunocoloracdo das microplacas — método indireto peroxidase

a)  Adicionar 50 pL da diluicao de trabalho pré-determinada do anticorpo policlonal anti-PSC aos
pocos utilizados diluido em PBS com 1 % de Tween e 1 % de ovoalbumina GV,

b)  Incubar em estufa sem CO, por 60 minutos;

c) Lavar trés vezes com PBS com 1 % de Tween 80 e uma vez com agua destilada;

d)  Adicionar 50 pL da diluicdo pré-determinada do conjugado anti-suino com peroxidase diluido
com 1 % de tween e 1 % de ovoalbumina GV,

e) Incubar em estufa sem CO; por 60 minutos;

f) Lavar a placa cinco vezes com PBS com 1 % de Tween;

g) Imediatamente antes do uso preparar o substrato: 0,5 mL da solucdo de estoque de AEC
(cromdgeno), 9,5 mL de acetato de sodio. Filtrar utilizado filtro de 0,45 um e adicionar 5 puL de perdxido
de hidrogénio;

h)  Acrescentar nos pogos 50 pL da solucdo de substrato;

i) Manter a microplaca por 15 a 30 minutos em temperatura ambiente, no escuro;

) Descartar o0 substrato-cromégeno e lavar a placa uma vez com agua destilada;

k)  Levar a microplaca ao microscépio de luz com imagem invertida, para observacdo de cor
vermelho escuro no citoplasma das células infectadas (FIGURA 1).

3.4.5.6 Passagens em células (suspensao celular) - imunofluorescéncia
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A realizacdo do ensaio com a utilizacdo de anticorpos marcados com isotiocianato de fluoresceina
deve feito de acordo com o item 3.4.5.3, 3.4.5.4 e os procedimentos de imunocolaragao indireta
realizados de acordo com os 3.4.5.5. A leitura da prova deve ser realizada em microscopio de
fluorescéncia.

3.4.6. Critérios de aceitacdo das provas

a) As provas de identificacdo do agente serdo consideradas validas quando os cultivos celulares
sabidamente infectados (controles DETECTADOS) apresentam imunocoloracéo especifica e auséncia
de imunocoloracédo nos cultivos que ndo foram infectados (controles NAO DETECTADOs ou de
células).

3.4.7. Interpretacédo dos resultados

a) Detectado - Quando se utilizar anticorpos marcados com peroxidase, a imunocoloragéo celular
especifica é caracterizada pela presenca de citoplasma corado em vermelho-tijolo ou vermelho-
carmim, FIGURA 1. Em caso de se utilizar anticorpos marcados com isotiocianato de
fluoresceina, a imunocoloracdo celular especifica € caracterizada pela presenca de citoplasma
corado em verde fluorescente.

b)  N&o detectado - auséncia de imunocoloracao citoplasmatica;

c) A amostra serd considerada contaminada quando se observar o crescimento bacteriano ou
fungico no poco amostra processada.

3.4.8. Emissdo dos resultados

a) Os resultados deverao ser emitidos em documento denominado “Relatério de Ensaio” e
expresso como, DETECTADO, NAO DETECTADO, TOXICA ou CONTAMINADO no isolamento viral
do virus para PSC.

3.4.9. Descarte de Amostras e Residuo

a) Antes da realizacéo do descarte de amostras e produtos de ensaio deverdo ser observados os
prazos minimos estabelecidos no item 5. Retencéo de Itens de Ensaio;

b)  Todo material utilizado na realizacao do ensaio deve serimerso em cuba com solucao de &cido
citrico 0,2%, hipoclorito de sddio 0,5% ou solucdo para descontaminacgédo similar, por no minimo de 1
hora;

c) ApOs este periodo, todo o material utilizado na realizacdo do ensaio deve ser submetido ao
processo de autoclavacéo apropriado e validado. A efetividade de esterilizacdo deve estar comprovada
em procedimentos préprios do laborat6rio;

d) O laboratério deve assegurar a biosseguridade dos residuos gerados e seguir as legislacdes

ambientais vigentes durante todo processo de descarte.

3.4.10. Retencdo de itens de ensaio
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a) Amostras positivas de qualquer origem devem ser armazenadas de forma permanente,
incluindo todos os registros e documentacao pertinente, devendo elas serem registradas e controladas
pelo laboratério responséavel pela analise.

3.5. Técnicade RT-gPCR para o virus da PSC
3.5.1 Materiais

h) Luvas de procedimento nitrilicas ou de latex isentas de po;

i) Microtubos de volumes variados ou microplacas;

j) Microplacas ou microtubos para leitura optica de RT-qPCR,;

k) Tampas adesivas para microplacas para leitura éptica de RT-qPCR,;
I) Ponteiras com filtro, estéreis, livres de DNAses e RNAses;
m)Estantes para microtubos;

n) Gaze ou papel toalha.

3.5.2 Equipamentos e instrumentos

A. Autoclave;

B. Cabine de seguranca biolégica com filtro HEPA classe Il (requisito minimo) ou estacao de trabalho
para PCR (Workstation PCR) com luz UV germicida;

C. Geladeira;

D. Freezer;

E. Micropipetas mono e multicanais de volumes regulaveis;

F. Termociclador para PCR em tempo real;

G. Centrifuga refrigerada com rotores para microtubos;

H. Agitador de microtubos;

I. Microcomputador;

J. Equipamento para extracdo automatizada de acidos nucleicos (opcional).

3.5.3 Insumos

f) Agua livre de nucleases;

g) Oligonucleotideos para RT-gPCR (QUADRO 2);

h) Controle DETECTADO para o virus da PSC (sempre utilizar RNA viral para averiguar eficiéncia da
transcricao reversa);

i) Kitde RT-gPCR;

j) Kit de extracdo de RNA (automética);

k) Trizol (manual);

I) Recomenda-se o uso de reag¢des de passo Unico (one step) para sintese e amplificacdo de cDNA
no mesmo tubo.

QUADRO 2: Sugestao de oligonucleotideos para RT-qPCR para detec¢do molecular do virus da PSC
(VCSF)

Tipo de

Oligonucleotideo PCR

Sequéncia Referéncia
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VCSF.Hoffman.92.F ATGCCCAYAGTAGGACTAGCA

VCSF.Hoffman.92.R CTACTGACGACTGTCCTGTAC
RT-gPCR Hoffman, 2005
FAM-
VCSF.Hoffman.92.P TGGCGAGCTCCCTGGGTGGTCTAAGT-
BHQ
VCFV.Eberling.92.F TGCCCAAGACACACCTTAACC
VCSF.Eberling.92.R GGCCTCTGCAGCGCCCTAT Eberling, 2011
RT-gPCR
VCSF.Eberling.92.P FAM-TGATGGGAGTACGACCTG-MGB/NFQ
CCCTGGGTGGTCTAAG

VCSF.Risatti.93.F

CATGCCCTCGTCCAC
VCSF.Risatti.93.R RT-gPCR Risatti, 2003

FAM- CTGAGTACAGGACAGTCGTCAGTA
VCSF.Risatti.93.P
gtt-NFQ

3.5.4 Solucdes

a) Solucdo de Alcool 70%;
b) Solucédo descontaminante de DNA e DNAses.

3.5.5. Realizac&o do ensaio
3.5.5.1. Extracdo de RNA

a) A extracdo pode ser realizada de forma automatizada ou manual, através de kits de extracdo de
RNA ou reagentes especificos para o tipo de material a ser analisado, seguindo as recomendacdes
do fabricante;

b) N&o utilizar reagentes apds a data de validade e ndo misturar reagentes de lotes diferentes;

c) Adicionar as seguintes amostras controle a cada procedimento de extracdo: controle NAO
DETECTADO (agua ou tecido bovino ou suino).

3.5.5.2. Reacédo de amplificacdo de acido nucleico por RT-qPCR

a) Realizar o ensaio em duas areas separadas: uma para o preparo do mix de reacao (sala de pré-
PCR) isenta de material genético e amplicons, e outra para a transferéncia de DNA para placa ou
microtubos (sala de PCR);
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b) Antes e apds o preparo do mix de reacao, descontaminar a cabine e os materiais a serem utilizados
com solucdo descontaminante (para DNA, RNA, proteinas e nucleases) e/ou Alcool 70° INPM;

¢) As micropipetas utilizadas para o preparo do mix de reacdo e adicdo das amostras devem ser
exclusivas para tais finalidades.

3.5.5.3. Preparo do mix de reagéo

a) Preparar o mix de reacdo de acordo com protocolos validados e especificos para o0 agente
pesquisado (virus da PSC) em quantidade suficiente para o nUmero de amostras a serem testadas,
considerando algumas a mais;

b) Apés o preparo do mix, adicionar o RNA nos poc¢os da placa ou em microtubos para leitura éptica;

c) A adicdo de DNA e das amostras controle deve ser realizada em uma area distinta do preparo do
mix (sala de PCR);

d) Devem ser incluidos nas analises:

l. Controle DETECTADO para virus da PSC;
[l.  Controle NAO DETECTADO da extracao;
Ill.  Branco (agua livre de nucleases);
IV.  Controle DETECTADO e NAO DETECTADO do kit utilizado (se houver).

3.5.5.4. Reacdo de RT-gPCR

a) Selar a placa com adesivo 6ptico ou fechar a tampa dos microtubos. Verificar se ha bolhas no fundo
do poco e/ou goticulas na parede dos poc¢os da placa ou tubo. Caso isto ocorra, centrifugar
brevemente para reduzir as bolhas e para que o conteldo se posicione na parte inferior da placa
ou tubo;

b) Iniciar e entrar com os dados no software do termociclador (identificacdo das amostras e selecao
dos fluoréforos), conforme especificagcdes do fabricante;

c) Inserir a placa ou os tubos no termociclador, salvar o arquivo e iniciar a corrida;

d) Ao finalizar, salvar os dados e interpretar os resultados.

3.5.6 Critérios de aceitacdo da prova

a) Para a validagcédo do ensaio, o controle DETECTADO deve apresentar uma curva sigmoide (em
forma de S) e um Cq satisfatorio;

b) O controle NAO DETECTADO deve ter Cq indeterminado ou maior que o limite do kit. O gréafico do
controle NAO DETECTADO deve apresentar tracos de fluorescéncia na linha de base durante todo
0 ensaio. Esses tracos ndo devem apresentar curva sigmoide ou um aumento gradual na
fluorescéncia.

3.5.7 Interpretacdo dos resultados

a) Ao analisar os resultados da corrida, o operador deve avaliar os seguintes componentes:
controle DETECTADO, controle NAO DETECTADO, controle da extracdo, background de
fluorescéncia e graficos de amplificacdo de cada amostra individualmente. Apés a validagéo do
ensaio, interpretar os resultados conforme especificacbes do fabricante;

b) O limiar de Cqg a ser considerado DETECTADO deve ser avaliado conforme definido na
verificacdo desempenho da técnica ou conforme consta a literatura;
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¢) Amostra com resultado inconclusivo: aquelas com valor de Cq intermediario entre o valor para
detectado e ndo detectado.
d) Qualquer amostra questionavel devera ser retestada;
e) Amostras positivas devem ser submetidas a sequenciamento para genotipagem viral.
3.5.8 Emissao dos resultados
a) Os resultados deverdo ser emitidos em documento denominado “Relatério de Ensaio” e
expressos como “DETECTADO”, “NAO DETECTADO” ou “INCONCLUSIVO”
b) Expressar a quantidade de aliquotas positivas ou negativas dentre o total de aliguotas
analisadas.
3.5.9 Descarte das amostras e Residuos
a) Apo6s um periodo minimo de 30 dias da realizagéo das andlises, as amostras negativas poderao
ser descartadas, registrando-se nos formularios préprios e conferidas antes do descarte;
b) Os materiais descartados devem ser separados adequadamente entre residuos quimicos e
biolégicos;
c) O laboratério deve assegurar a biosseguridade dos residuos gerados e seguir as legislacdes

ambientais vigentes para o descatrte.
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CAPITULO 2.4.2
PESTE SUINA AFRICANA - PSA

1. Amostras
S&o consideradas amostras para o diagnéstico da Peste Suina Africana:
1.1. Deteccéo da Resposta Imune

a) Soro sanguineo;
b) Plasma fresco.

1.2. Identificacdo do Agente

a) Sangue total;

b) Tonsilas palatinas;
c) Bago;

d) Rins;

e) Linfonodos;

f) lleo;

g) Pulméo;

2. Recebimento das Amostras

2.1. Disposic¢Oes Gerais

2.1.1. Para atendimento aos Programas e Controles Oficiais do MAPA os Laboratérios credenciados
somente receberdo as amostras previstas na legislagdo em vigor para as finalidades e ensaios
previstos no seu escopo de credenciamento.

2.1.2. Deveréo ser obedecidos os critérios estabelecidos no capitulo de verificagdo de conformidade
de amostras.

3. Técnicas de Diagnostico
3.1. Disposic¢des Gerais

3.1.1. Somente poderdo ser utilizados insumos de diagnéstico que tenham registro no MAPA,
segundo legislagdo em vigor;

3.1.2. Todos os insumos utilizados na analise devem ser controlados e previamente testados e
aprovados;

3.1.3. O laboratério devera realizar os ensaios obedecendo as temperaturas preconizadas pelo
fabricante dos insumos.

a) Quando esta informacdo ndo constar na bula o laboratério deverd consultar o fabricante,
mesmo que a indicacdo seja de realizacdo a temperatura ambiente;

b) Quando nédo informado pelo fabricante, serdo considerados como temperatura ambiente,
valores de temperatura entre 18 a 25°C.

3.1.4 Antes da utilizacdo dos insumos, realizar a avaliacdo de todos os parametros referentes aos
lotes e valores de ponto de corte dos critérios interpretacdo dos resultados;
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3.1.5 O laboratério deve estabelecer um meio de avaliacdo apropriado para todos 0s insumos
utilizados nos ensaios;

3.1.6. Devem ser retidos os registros dos controles dos ensaios realizados, devendo ser registrada
data e responsavel de todas as etapas realizadas para cada amostra analisada;

3.1.7. Os resultados encontrados para cada amostra e controles, dados dos insumos utilizados e
outras informacdes pertinentes devem ser registrados em formularios préprios do laboratério.

Deteccdo da Resposta Imune
3.2. Ensaio Imunoenzimatico (ELISA)

3.2 1. Materiais

m) Luvas para procedimentos;

n)  Pipetas de vidro graduadas ou descartaveis;
0) Provetas graduadas;

p) Béqueres;

gq) Erlenmeyers;

r Ponteiras descartaveis;

s)  Descartador de ponteiras;

t) Reservatorios para solugdes (cubetas);

u) Papel absorvente;

v)  Selador ou tampa para placas de ELISA;

w) Caneta para identificacdo de vidraria,;

X)  Cubas para descarte de materiais resistente a autoclavacao.

3.2 2. Equipamentos e instrumentos

a) Autoclave;

b) Geladeira;

c) Estufa;

d) Termobmetros

e) Micropipetas monocanal e multicanal de volumes regulaveis;
f) Pipetador automatico ou manual;

g) Leitora de ELISA;

h)  Cronbmetros;

i) Agitador de tubos tipo vértex (opcional);
) Agitador de microplacas (opcional);

k) Lavadora de microplacas (opcional);

3.2 3. Insumos
a) Kits de ELISA de deteccédo de anticorpos para o virus da PSA (ASFV).

3.2.4. Solucbes

a) No preparo das solucdes deve ser utilizado somente os reagentes fornecidos pelo fabricante,
ou aqgueles por ele indicados;
b) Conjugados, substratos e solucdo de parada deverdo ser utilizados obedecendo-se as

condic¢des do fabricante;
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c) No preparo da solucdo de lavagem deve-se assegurar que nao existem cristais precipitados na
solucéo;

d) Diluir a solucdes utilizando agua ultrapura ou destilada conforme instru¢des do fabricante e
homogeneizar.

3.2 5. Realizac¢do do ensaio
a) Para realizacdo dos ensaios de ELISA devem ser consideradas as orientac6es do fabricante

do kit de diagndstico utilizado. Atentar para ocorréncia de atualizacdo na bula do kit, principalmente
em mudancas de lote;

b) A ordem de execucdo das etapas do ensaio, duracdo, volumes utilizados e temperatura de
incubacéo variam de acordo com fabricante do kit utilizado;

c) Homogeneizar gentiimente todos reagentes e amostras antes do uso;

d) Utilizar ponteiras distintas para cada controle e amostra de soro;

e) Homogeneizar as placas tocando-as na lateral ou utilizando um agitador de placas;

f) Nas etapas de incubagéo, as placas devem ser seladas para se evitar evaporacao;

0) As placas devem ser lavadas com a solu¢ao indicada pelo kit. ApGs a ultima lavagem remover
residuos em um material absorvente (papel toalha ou toalha). Deixar as placas secas o minimo de
tempo possivel entre a lavagem e adigdo do proximo reagente;

h) Decorridas todas as etapas do teste, realizar a leitura da absorbancia na leitora de ELISA
utilizando filtro com comprimento de onda indicado nas instru¢des do fabricante.

3.2 6. Critérios de aceitagdo do Ensaio

a) O resultado do ensaio serd considerado vélido somente se as DOs dos soros controles
estiverem dentro dos limites aceitaveis e determinados pelo fabricante. Caso contrario, o ensaio deve
ser repetido.

3.2.7. Interpretacédo dos resultados

a) De acordo com as DOs obtidas consideram-se as amostras como reagentes ou nao
reagentes. As amostras reagentes devem ser confirmadas pela técnica de Imunoperoxidase
em cultivo celular;

b) Amostras com DO entre os dois pontos de corte estabelecidos serdo consideradas
inconclusivas e deverdo ser novamente ensaiadas. Se no reensaio o inconclusivo persistir, a
amostra deve ser testada pela técnica de Imunoperoxidase em cultivo celular;

3.2.8. Emisséao dos resultados

a) Os resultados deverédo ser emitidos em documento denominado “Relatério de Ensaio” e
expresso como, reagente, ndo reagente, ou de acordo com o preconizado com o fabricante do
insumo (kit de diagnéstico).

3.2.9. Descarte de Amostras e Residuos
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a) Antes da realizacdo do descarte de amostras e produtos de ensaio deverdo ser observados 0s
prazos minimos estabelecidos no item 5. Retencéo de Itens de Ensaio;

b) Todo material utilizado na realizacdo do ensaio deve ser imerso em cuba com solug¢édo de acido
citrico 0,2%, hipoclorito de sddio 0,5% ou solucéo para descontaminacdo similar, por no minimo
de 1 hora;

c) Apés este periodo, todo o material utilizado na realizagdo do ensaio deve ser submetido ao
processo de autoclavacdo apropriado e validado. A efetividade de esterilizacdo deve estar
comprovada em procedimentos préprios do laboratorio;

d) O laboratério deve assegurar a biosseguridade dos residuos gerados e seguir as legislacdes
ambientais vigentes durante todo processo de descarte.

3.2.10. Retencéao de itens de ensaio

a) Soro sanguineo
Poderdo ser descartados 60 dias apds a emissdo do relatério de ensaio, registrando-se nos
formularios proprios e conferidos antes do descarte.

b) Amostras positivas de qualquer origem devem ser armazenadas de forma permanente,
incluindo todos os registros e documentacéo pertinente, devendo elas serem registradas e
controladas pelo laboratério responsavel pela andlise.

3.3. Teste de Imunoperoxidase em cultivo celular
3.3.1. Materiais

a) Luvas para procedimentos;

b) Pipetas de vidro graduadas ou descartaveis;

c) Provetas graduadas;

d) Béqueres;

e) Erlenmeyers;

f) Frascos de vidro tipo penicilina com tampa,;

g) Ponteiras estéreis descartaveis;

h) Descartador de ponteiras;

i) Reservatorios para solugdes (cubetas);

j) Papel absorvente;

k) Microplacas para cultivo celular em poliestireno cristal com 96 cavidades de fundo chato;
I) Caneta para identificacéo de vidraria,;

m) Cubas para descarte de materiais resistente a autoclavagao.

3.3.2. Equipamentos e instrumentos

a) Autoclave;

b) Cabine de seguranca biol6gica classe Il B1 (requisito minimo);
c) Geladeira;

d) Freezer<-70°C,;

e) Estufa com atmosfera de COy;
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f) Estufa;
g) Banho seco ou que empregam agua;
h) Termdmetros;
i) Micropipetas mono e multicanais de volumes regulaveis;
j) Pipetador automético ou manual;
k) Agitador de tubos;
[) Microscépio invertido;
m) Balanca analitica;
n) Centrifuga refrigerada.
3.3.3. Insumos
a) Soros controle reagente e ndo reagente;
b) Linhagem celular VERO (3 x 10° células/mL) com isolados adaptados de ASFV.
3.3.4. Solucgdes
a) Meio MEM (Meio Essencial Minimo, reconstituido de acordo com o fabricante);
b)  Soro fetal bovino (SFB) livre de pestivirus (BVYDV) e micoplasma,;
c) Solugéo de antibidticos e antifungicos;
d) Solugdo Salina 0,8 % Fosfatada Tamponada (PBS) pH 7,0 - 7,4,
e) Tampéo de acetato;
f) Solugéo estoque de AEC - 3-aminoethil-carbazol;
g) Agua destilada;
h)  Proteina A conjugada com peroxidase;
i) Leite em p6 desnhatado;
i) Soro Fetal Bovino (SFB);
k) Tween-20;
) Perdxido de hidrogénio (H205).
m)  Solugéo fria de 30 % de acetona com 70 % de metanol. Estocar a <-10°C.
n)  Solugéo de bloqueio (PBS com 0,05 % Tween 20 e 5 % de leite em po);
0) Solucéo de substrato (Misturar 300 puL de solugcéo estoque em 5 mL de tampédo acetato e 5 uL
de H202;
3.3.5. Realizac¢do do ensaio
3.3.5.1 Preparo das placas ASFV-IPT

Titular o ASFV
Fazer uma suspensao de VERO com 150.000 céls/mL semeando em placas de 96 po¢cos com
100 yL para cada pogo.

a)

b)

c)
d)

abaixo:

Incubar as células por 24 a 48 h (até obter 80 a 90 % de confluéncia);
Descartar o sobrenadante;

Diluir o virus para inocular em uma multiplicidade de infecdo (moi) de 0,025 a 0,5 conforme

Fator de diluicdo: 0,7 x titulo viral x volume de virus por poco
NuUmero de células por po¢o X moi
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e) Utilizar o resultado obtido acima para dividir pelo volume total de virus necessério. Exemplo, se
o resultado obtido acima for 100 e forem necessarios 1000 uL de virus, sera necessario adicionar 10
ML do virus concentrado a 990 pL de meio;

f) Adicionar 100 uL de virus e incubara 37 £ 3 °Cem 5 % de CO2 por 18 £ 1 h.

g) Retirar cuidadosamente o MEM das placas de 96 poc¢os por aspiragdo ou pipetagem.

h)  Adicionar 50 pL de solugao fixadora por poco;

1) Incubar entre 8 £ 2 minutos a temperatura ambiente.

) Lavar as placas fixadas por 20 minutos com PBS em agitacdo continua.

k)  Secar as placas a temperatura ambiente.

) Estocar as placas em freezer em temperatura < - 10 °C (validas por até 6 meses).

3.3.5.2 Bloqueio das placas

a) Mantenha as placas ASFV-IPT em temperatura ambiente (18-25°C) por 30 minutos apés a
retirada do freezer;

b) Bloqueie as placas adicionando 100 uL por pog¢o de solugéo de bloqueio.

c) Incubar 1 hora a 37 + 2 °C em agitagédo continua,

d) Durante a etapa de bloqueio, pré-incube por 1 ha 37 + 2 °C em agitagao continua as amostras
e os soros de referéncia de ASF (controles) em duplicata em placas separadas de microtitulagéo de
96 pocos com fundo em U, conforme o esquema a seguir:

1 2 3] 4] 5] 6] 7] 8] 9 10 11 12
A +S CC
B +S CcC
C LS CC
D LS CC
E -S CC
F S cC
G CC
H CC

+S: soro positivo; LS: soro limite (+S diluido); -S: soro negativo;
CC: controle de células ndo infectadas pelo ASFV

e) Preparar uma diluicdo de 1/40 das amostras e controles de referéncia ASF na solugcédo de
bloqueio com 2 % de SFB (100 uL / pogo — 2,5 yL amostra + 97,5 uL);

3.3.5.3 Transferéncia de placas e adi¢cdo conjugado

a) Apo6s 1 h, elimine a solucdo de bloqueio das placas ASFV-IPT e transfira para a placa com a
pipeta multicanal as amostras pré-incubadas e os soros de referéncia.

b)  Incubar 45 minutos a 37 + 2 °C em agitacao continua.

c) Lavartrés vezes adicionando 100 pL por poc¢o de PBS 1x por 5 minutos a 37 £ 2 °C em agitacéo
continua. Entre as lavagens descartar o PBS e substituir por solu¢éo nova;

d)  Adicionar 100 uL por poco de conjugado diluido a 1/5000 em solug¢ao de bloqueio.

231



e) Incubar 45 minutos a 37 + 2 °C em agitacao continua.
f) Lavar trés vezes adicionando 100 pL por pogo de PBS 1x por 5 minutos a 37 £ 2 °C em agitagcao
continua. Entre as lavagens descartar o PBS e substituir por solucdo nova.

3.3.5.4. Imunocoloracao das microplacas

a) Adicionar 50 pL da solucdo de substrato por pogo e incube 5-10 minutos a temperatura
ambiente (18-25°C) ou até observar que as cavidades, principalmente se o controle positivo apresentar
cor.

b)  Adicionar 100 pL por poco de PBS 1x para interromper a reagdo. Recomenda-se executar este
passo duas vezes para evitar reacdes inespecificas.

c) Realizar a leitura no microscopio.

3.3.6. Critérios de aceitacdo da Prova

a) O teste é validado quando h& uma coloragdo citoplasmatica vermelha intensa em pocos de
controle positivo e auséncia no caso de controles negativos. Os poc¢os de controle de limite devem ter
menos coloragéo vermelha do que o controle positivo.

FIGURA 1 - Células Vero infectadas e adaptadas com o virus da Peste Suina Africana coradas

por imunoperoxidase
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3.3.7. Interpretacéo dos resultados

a) Nos pocos com amostras positivas de soro contra a ASF, o anticorpo (Ac) estaré ligado ao
cultivo celular infectado pelo ASFV formando o complexo Ac-Ag que é revelado através da
acao da peroxidase com o substrato. Uma intensa coloracao citoplasmatica vermelha sera
observada nas células infectadas.

b) A coloragéo citoplasmética vermelha intensiva é interpretada como um resultado positivo para
PSA (REAGENTE) e a auséncia como resultado negativo (NAO REAGENTE).

3.3.8. Emissao dos resultados

a) Os resultados deverao ser emitidos em documento denominado “Relatério de Ensaio” e
expresso como, reagente, ndo reagente.
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3.3.9. Descarte de Amostras e Residuos

a) Antes da realizacdo do descarte de amostras e produtos de ensaio deverdo ser observados
0s prazos minimos estabelecidos no item 5. Retencao de Itens de Ensaio;

b) Todo material utilizado na realizacdo do ensaio deve ser imerso em cuba com solucédo de
acido citrico 0,2%, hipoclorito de sodio 0,5% ou solucdo para descontaminacao similar, por
no minimo de 1 hora;

c) ApoOs este periodo, todo o material utilizado na realizacdo do ensaio deve ser submetido ao
processo de autoclavacao apropriado e validado. A efetividade de esterilizacdo deve estar
comprovada em procedimentos préprios do laboratorio;

d) O laboratério deve assegurar a biosseguridade dos residuos gerados e seguir as legislacées
ambientais vigentes durante todo processo de descarte.

3.3.10. Retencéo de itens de ensaio

a) Soro sanguineo
Poderédo ser descartados 60 dias apds a emissao do relatério de ensaio, registrando-se nos
formularios proprios e conferidos antes do descarte.

b) Amostras positivas de qualquer origem devem ser armazenadas de forma permanente,
incluindo todos os registros e documentacao pertinente, devendo elas serem registradas e
controladas pelo laboratério responsavel pela andlise.

Identificacdo do Agente

3.4. Técnicas moleculares para o virus da PSA
3.4.1. Materiais

a) Microtubos de 0,2 mL, 0,5mL, 1,5mL

b) Placas de 96 pocos para PCR em tempo real (sempre averiguar o equipamento disponivel e a
compatibilidade da placa)

c) Selante adesivo para placas

d) Caneta de retroprojetor

e) Descartador

f) Luvas descartaveis para procedimento

g) Ponteiras com filtro

h)  Raque refrigerada

3.4.2. Equipamentos e instrumentos

a) Autoclave;

b)  Micropipetas;

c¢) Termociclador em tempo real;
d)  Termociclador convencional;
e) Cuba para eletroforese;

f) Fonte para eletroforese;

g) Transiluminador UV;
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h)  Alternativamente, os resultados de PCR convencional podem ser avaliados por outras
metodologias disponiveis como equipamento automatizado;

i) Agitador de tubos;

) Cabine de seguranca bioldgica classe Il (requisito minimo);

k)  Centrifuga para microtubos.

3.4.3. Insumos

3.4.3.1. Reacdo em Cadeia da Polimerase em Tempo Real - qPCR

a)  Agua livre de nucleases
b) Iniciadores e sondas descritos no QUADRO 1
c) Master mix para PCR em tempo real

3.4.3.2. Reacao em Cadeia da Polimerase PCR

a) Agua livre de nucleases

b) Iniciadores e sondas descritos no QUADRO 1
c) Cloreto de magnésio

d) Tampéao especifico para DNA polimerase

e) DNA polimerase

f) DNTP
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QUADRO 1: Oligonucleotideos utilizados nas PCRs

ASFV.Tignon2011.114.R

TGCTCATGGTATTCAATCTTATCG

ASFV.Tignon2011.114.S

FAM-TTCCATCAAAGTTCTGCAGCTCTT-lowaBlack

Oligonucleotideo Sequéncia Referéncia
ASFV.OIE.F CTGCTCATGGTATCAATCTTATCGA King, 2003
ASFV.OIE.R GATACCACAAGATCRGCCGT
ASFV.OIE.S FAM-CCACGGGAGGAATACCAACCCAGTG-

lowaBlack
ASFV.EUA.63.F GGAAACTCATTCACCAAATCCTT Zsak, 2005
ASFV.EUA.63.R CCTCGGCGAGCGCTTTATCAC
ASFV.EUA.S FAM- CgATgCAAgCTTTAT-MGB/NFQ
ASFV.Tignon2011.114.F CCACTGGGTTGGTATTCCTC Tignon, 2011

Fernandez-Pinero.,
2013

ASFV.68.F CCCAGGRGATAAAATGACTG
ASFV.68.R CACTRGTTCCCTCCACCGATA
FAM-TCC-TGG-CCR-ACC-AAG-TGC-TT-BHQ*
ASFV.68.5
ASFV.p72.478.F GGCACAAGTTCGGACATGT
ASFV.p72.478.R GTACTGTAACGCAGCACAG

Bastos, 2003

ASFV.CD2V.816.F

TCTGTTGATTCCCCAACTATTAC

ASFV.CD2V.816.R

ATGGCGGGATATTGGGTAGT

Sanna, 2017

*Sonda atualizada apos publicacéo do artigo
Todas as solucdes estoques de oligonucleotideos devem ser mantidas a uma concentragdo de 500
MM a néo ser que ja venham previamente diluidas. Recomenda-se que as solu¢des de trabalho sejam

diluidas a 10 pM;

3.4.4. Solucgbes

a) Solucéo de Alcool 70° INPM;
b) Solugéo descontaminante de DNA e DNAses.

3.4.5. Realizac&o do ensaio

3.4.5.1. Extracdo de DNA

a) A extracdo pode ser realizada de forma automatizada ou manual, através de kits de extragdo
de DNA ou reagentes especificos para o tipo de material a ser analisado, seguindo as
recomendacdes do fabricante. Os métodos manuais utilizando kits com coluna de silica sao
alternativas para poucas amostras ou em caso de impossibilidade do uso dos equipamentos

automaticos;

b) Nao utilizar reagentes ap0s a data de validade e ndo misturar reagentes de lotes diferentes;
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c) Adicionar as seguintes amostras controle a cada procedimento de extracdo: controle NAO
DETECTADO (agua ou tecido suino).

3.4.5.2. PCR para detecg¢éo de ASFV

3.4.5.2.1. PCR em tempo real

a) Descongelar e homogeneizar todos os reagentes

b) Identificar os tubos ou placas

c) Preparar o volume necessario para todas as reac6es em um Unico tubo para posteriormente
dividir os volumes por reacao individualmente. Seguir as instrugdes descritas nos QUADROS 2, 3 ou
4 e registrar todos os reagentes utilizados.

d) Ao distribuir o volume das reacdes individuais, descontar o volume dos &cidos nucleicos
extraidos das amostras e dos controles.

e) Adicionar a solugéo de acidos nucleicos extraidos conforme volume indicado no QUADRO 3
em local determinado no laboratério diferente daguele em que o mix de PCR foi preparado.

f) Selar as placas ou fechar os tubos. E recomendavel realizar um spin no caso de uso de placas
de gPCR.

g) Programar o termociclador conforme dados do QUADRO 5.

3.4.5.2.2. PCR Convencional

a) Descongelar e homogeneizar todos os reagentes

b) Identificar os tubos ou placas

c) Preparar o volume necessario para todas as rea¢cdes em um unico tubo para posteriormente
dividir os volumes por reacéo individualmente. Seguir as instru¢des descritas nos QUADROS 6 a 8 e
registrar todos os reagentes utilizados.

d) Ao distribuir o volume das reagfes individuais, descontar o volume dos &cidos nucleicos
extraidos das amostras e dos controles.

e) Adicionar a solucéo de acidos nucleicos extraidos conforme volume indicado no QUADRO 3
em local determinado no laboratdrio diferente daquele em que o mix de PCR foi preparado.

f) Selar as placas ou fechar os tubos. E recomendavel realizar um spin no caso de uso de placas
de PCR.

g) Programar o termociclador conforme os QUADROS 9 a 11.

3.4.6. Interpretacédo dos resultados
3.4.6.1 qPCR

a) Ao analisar os resultados da corrida, o operador deve avaliar os seguintes componentes:
controle DETECTADO, controle NAO DETECTADO, controle da extracdo, background de
fluorescéncia e graficos de amplificacéo de cada amostra individualmente. Apés a validacéo do
ensaio, interpretar os resultados conforme especificacdes do fabricante;

b) O limiar de Cqg a ser considerado DETECTADO deve ser avaliado conforme definido na
verificagdo desempenho da técnica ou conforme consta a literatura;

c) Amostra com resultado inconclusivo: aquelas com valor de Cq intermediario entre o valor para
detectado e ndo detectado.

d) Qualquer amostra questionavel devera ser retestada;
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e) Amostras positivas devem ser submetidas a sequenciamento para genotipagem viral.

3.4.6.2 PCR convencional - PCR

a) Os controles positivos devem apresentar bandas de acordo com o padrdo esperado definido
pela metodologia. Os tamanhos dos produtos de PCR para as técnicas ASFV.OIE, ASFV.p72.478,
ASFV.CD2V.816 sao 250, 478 e 816 pares de base.

b)  Os controles negativos hdo devem apresentar bandas em padrdo semelhante ao dos controles
positivos.

c) Amostras com padrdo de eletroforese semelhantes ao do controle positivo seréo consideradas
positivas, podendo ser submetidas ao sequenciamento para confirmag¢édo de acordo com critério do
analista e responsavel técnico.

3.4.7. Emissao dos resultados

a) Os resultados deverdo ser emitidos em documento denominado “Relatério de Ensaio” e
expressos como “DETECTADO”, “NAO DETECTADO” ou “INCONCLUSIVO”

b) Expressar a quantidade de aliquotas positivas ou negativas dentre o total de aliquotas
analisadas.

3.4.8. Descarte das amostras e Residuos
a) Apo6s um periodo minimo de 30 dias da realizagéo das andlises, as amostras negativas poderao
ser descartadas, registrando-se nos formularios préprios e conferidas antes do descarte;
b) Os materiais descartados devem ser separados adequadamente entre residuos quimicos e
bioldgicos;
c) O laboratério deve assegurar a biosseguridade dos residuos gerados e seguir as legislacdes

ambientais vigentes para o descatrte.

3.4.9. Retencéo de itens de ensaio

a) Soro sanguineo
b) Poderédo ser descartados 60 dias apds a emissdo do relatério de ensaio, registrando-se nos
formularios proprios e conferidos antes do descarte;

c) Amostras positivas de qualquer origem devem ser armazenadas de forma permanente,

incluindo todos os registros e documentacao pertinente, devendo elas serem registradas e
controladas pelo laboratério responsavel pela anélise.
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CAPITULO 2.4.3

SINDROME REPRODUTIVA E RESPIRATORIA DOS SUINOS - PRRS

1. Amostras
S&o consideradas amostras para o diagnostico de PRRS:
1.1. Deteccédo da Resposta Imune

a) Soro sanguineo

1.2. Identificacdo do Agente

a) Soro Sanguineo

b) Sangue total;

¢) Tonsilas Palatinas;

d) Baco;

e) Linfonodos;

f) Pulmdo;

g) ileo

h) ; Lavado bronco-alveolar
i) Fluido Oral;

2. Recebimento das Amostras

2.1. Disposic¢Oes Gerais

2.1.1. Para atendimento aos Programas e Controles Oficiais do MAPA os laboratorios credenciados
somente receberdo as amostras previstas na legislagdo em vigor para as finalidades e ensaios
previstos no seu escopo de credenciamento.

2.1.2. Deveréo ser obedecidos os critérios estabelecidos no capitulo de verificagdo de conformidade
de amostras.

3. Técnicas de Diagndéstico
3.1. Disposic¢des Gerais

3.1.1. Somente poderdo ser utilizados insumos de diagnostico que tenham registro no MAPA,
segundo legislacao em vigor;

3.1.2 Todos os insumos utilizados na andlise devem ser controlados e previamente testados e
aprovados;

3.1.3. O laboratério deveré realizar os ensaios obedecendo as temperaturas preconizadas pelo
fabricante dos insumos

a) Quando esta informacdo ndo constar na bula o laboratorio devera consultar o fabricante,
mesmo que a indicacdo seja de realizacdo a temperatura ambiente
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b) Quando nao informado pelo fabricante, serdo considerados como temperatura ambiente,
valores de temperatura entre 18 a 25°C.

3.1.4 Antes da utilizacdo dos insumos, realizar a avaliagdo de todos os parametros referentes aos
lotes e valores de ponto de corte dos critérios interpretacdo dos resultados;

3.1.5 O laboratério deve estabelecer um meio de avaliagdo apropriado para todos os insumos
utilizados nos ensaios;

3.1.6. Devem ser retidos os registros dos controles dos ensaios realizados, devendo ser registrada
data e responsavel de todas as etapas realizadas para cada amostra analisada;

3.1.7. Os resultados encontrados para cada amostra e controles, dados dos insumos utilizados e
outras informacdes pertinentes devem ser registrados em formularios préprios do laboratério.

Deteccédo da Resposta Imune
3.2. Ensaio Imunoenzimético (ELISA)

3.2.1. Materiais

a) Luvas para procedimentos;

b) Pipetas de vidro graduadas ou descartaveis;
c) Provetas graduadas;

d) Béqueres;

e) Erlenmeyers;

f) Ponteiras descartaveis;

g) Descartador de ponteiras;

h)  Reservatorios para solu¢des (cubetas);

i) Papel absorvente;

) Selador ou tampa para placas de ELISA;

k)  Caneta para identificacdo de vidraria;

)i Cubas para descarte de materiais resistente a autoclavacao.

3.2.2. Equipamentos e instrumentos

a) Autoclave;

b) Geladeira;

c) Estufa;

d) Termobmetros

e) Micropipetas monocanal e multicanal de volumes regulaveis;
f) Pipetador automatico ou manual;

g) Leitora de ELISA;

h)  Crondmetros;

i) Agitador de tubos tipo vértex (opcional);
) Agitador de microplacas (opcional);

k)  Lavadora de microplacas (opcional);

3.2.2. Equipamentos e instrumentos

)] Autoclave;
m) Geladeira;
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n) Estufa;

0) Termdmetros

p)  Micropipetas monocanal e multicanal de volumes regulaveis;
q) Pipetador automético ou manual,

r Leitora de ELISA;

s) Crondbmetros;

t) Agitador de tubos tipo vértex (opcional);

u) Agitador de microplacas (opcional);

v)  Lavadora de microplacas (opcional);

3.2.5. Realizacdo do ensaio

a) Para realizacdo dos ensaios de ELISA devem ser consideradas as orientacfes do fabricante
do kit de diagndstico utilizado. Atentar para ocorréncia de atualizacdo na bula do kit, principalmente
em mudancas de lote;

b) A ordem de execucdo das etapas do ensaio, duracdo, volumes utilizados e temperatura de
incubacéo variam de acordo com fabricante do kit utilizado;

c) Homogeneizar gentiimente todos reagentes e amostras antes do uso;

d)  Utilizar ponteiras distintas para cada controle e amostra de soro;

e) Homogeneizar as placas tocando-as na lateral ou utilizando um agitador de placas;

f) Nas etapas de incubagéo, as placas devem ser seladas para se evitar evaporacao;

g) As placas devem ser lavadas com a soluc¢do indicada pelo kit. Apés a ultima lavagem remover
residuos em um material absorvente (papel toalha ou toalha). Deixar as placas secas o minimo de
tempo possivel entre a lavagem e adigdo do proéximo reagente;

h)  Decorridas todas as etapas do teste, realizar a leitura da absorbancia na leitora de ELISA
utilizando filtro com comprimento de onda indicado nas instru¢des do fabricante.

3.2.6. Critérios de aceitagdo do Ensaio

a) O resultado do ensaio sera considerado valido somente se as DOs dos soros controles
estiverem dentro dos limites aceitaveis e determinados pelo fabricante. Caso contrario, o ensaio deve
ser repetido.

3.2.7. Interpretagédo dos resultados

a) De acordo com as DOs obtidas consideram-se os resultados como nao reagente ou reagente.

3.2.8. Emissao dos resultados

a) Os resultados deverao ser emitidos em documento denominado “Relatério de Ensaio” e
expresso como, reagente, ndo reagente, ou de acordo com o preconizado com o fabricante do insumo
(kit de diagnéstico).

3.2.9. Descarte de Amostras e Residuos
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a) Antes da realizacdo do descarte de amostras e produtos de ensaio deverao ser observados
0s prazos minimos estabelecidos no item 5. Retencéo de Itens de Ensaio

b) Todo material utilizado na realizacdo do ensaio deve ser imerso em cuba com solucdo de
acido citrico 0,2%, hipoclorito de sddio 0,5% ou solugdo para descontaminacao similar, por
no minimo de 1 hora;

c) Apoés este periodo, todo o material utilizado na realizagdo do ensaio deve ser submetido ao
processo de autoclavacao apropriado e validado. A efetividade de esterilizacdo deve estar
comprovada em procedimentos préprios do laboratorio;

d) O laboratério deve assegurar a biosseguridade dos residuos gerados e seguir as
legislagdes ambientais vigentes durante todo processo de descarte.

3.2.10. Retencéo de itens de ensaio

a)  Soro sanguineo
Poderdo ser descartados 60 dias apés a emissdo do relatério de ensaio, registrando-se nos
formularios préprios e conferidos antes do descarte.

b) Amostras positivas de qualquer origem devem ser armazenadas de forma permanente,
incluindo todos os registros e documentacdo pertinente, devendo as mesmas serem registradas e
controladas pelo laboratério responsavel pela analise.

Identificacdo do Agente

3.3. Técnica de PCR convencional com transcri¢do reversa RT-PCR para detec¢do de PRRSV
(sequenciamento genético)

3.3.1. Materiais

a) Luvas de procedimento nitrilica ou de latex isentas de po;
b) Pipetas graduadas;

c) Microtubos de volumes variados ou microplacas;

d) Ponteiras com filtro, estéreis, livres de DNAses e RNAses;
e) Estantes para microtubos;

f) Gaze ou papel toalha.

3.3.2. Equipamentos e instrumentos

a) Autoclave;

b) Cabine de seguranca bioldgica com filtro HEPA classe Il (requisito minimo) ou estacéo de
trabalho para PCR (Workstation PCR) com luz UV germicida;

c) Geladeira;

d) Freezer,

e) Micropipetas mono e multicanais de volumes regulaveis;

f) Pipetador automatico ou manual,

g) Termociclador;

h) Balanca de preciséo;

i) Centrifuga refrigerada com rotores para microtubos;
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j) Agitador de microtubos;

k) Micro-ondas;

I) Cuba e fonte para eletroforese;

m) Microcomputador;

n) Sistema de fotodocumentacéo;
0) Equipamento para extracdo automatizada de acidos nucleicos (opcional);

3.3.3. Insumos

a) Agua livre de nucleases;

b)  Oligonucleotideos para RT-PCR (QUADRO 2);
c) Controle DETECTADO para o virus da PRRS (sempre utilizar RNA viral para averiguar eficiéncia

da transcricdo reversa);

d) Kitde RT-PCR;

e) Kit de extracdo de RNA (automatica);

f) Trizol (manual);

g) Recomenda-se 0 uso de reacdes de passo Unico (one step) para sintese e amplificacdo de cDNA

no mesmo tubo.

QUADRO 1: Sugestéo de Oligonucleotideos para PCR convencional com transcrigdo reversa
RT-PCR para sequenciamento genético de PRRSV

, . Tipo A A
Oligonucleotideo 'P Sequéncia Referéncia
PCR
PRRS.ORF7.484.USA.F tcgtgttgggtggcagaaaagc
PRRS.ORF7.484.USA.R gccattcaccacacattcttcc
RT- ;
Kim, 2008
PRRS.ORF7.457.EU.F PCR ["aaacgagctgttaaacgaggagtgg
PRRS.ORF7.457.EU.R ccaatcgcggccattcacctgactg
PRRS.Chung2002.255.F cctcctgtatgaacttgce
PRRS.Chung2002.255.R aggtcctcgaacttgagctg
PRRS.255.F2 ccteytrtatgaacttgce
PRRS.255.R2 agrtcctcgaayttragctg
PRRS.Chung2002.186.F ;CTR gtatgaacttgcaggatg Chung, 2002
PRRS.Chung2002.186.R gccgacaataccatgtgcetg
PRRS.Chung2002.107.F ggcgcagtgactaagaga

PRRS.Chung2002.107.R

PRRS.Chung2002.255.F

gtaactgaacaccatatgctg

cctcctgtatgaacttge
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3.3.4. Solucbes

a) Solucéo de Alcool 70%;
b) Solugédo descontaminante de DNA e DNAses;

3.3.5. Realizac&o do ensaio
3.3.5.1. Extracdo de RNA

a) A extracdo pode ser realizada de forma automatizada ou manual, através de kits de extracéo
de RNA ou reagentes especificos para o tipo de material a ser analisado, seguindo as
recomendacbes do fabricante;

b) Nao utilizar reagentes apos a data de validade e ndo misturar reagentes de lotes diferentes;

c) Adicionar as seguintes amostras controle a cada procedimento de extracdo: controle NAO
DETECTADO (4gua ou tecido bovino ou suino).

3.3.5.2. Reacédo de amplificagdo de acido nucleico (RT-PCR)

a) Realizar o ensaio em duas areas separadas: uma para o preparo do mix de reacao (sala de
pré-PCR), isenta de material genético e amplicons, e outra para a transferéncia de DNA para
placa ou microtubos (sala de PCR);

b) Antes e apOs o preparo do mix de reagdo, descontaminar a cabine e os materiais a serem
utilizados com solugéo descontaminante (para DNA, RNA, proteinas e nucleases) e/ou Alcool
70%

c) As micropipetas utilizadas para o preparo do mix de reagéo e adi¢cdo das amostras devem ser
exclusivas para tais finalidades.

3.3.5.3. Preparo do mix de reagéo

a) Preparar o mix de reacdo de acordo com protocolos validados e especificos para o agente
pesquisado em gquantidade suficiente para o numero de amostras a serem testadas,
considerando algumas a mais;

b) Adicionar o mix de reacéo a cada poc¢o da microplaca (ou microtubos);

c) Devem ser incluidos nas analises:

i) Controle DETECTADO para PRRS;
ii) Controle NAO DETECTADO da extrag&o;
iii) Branco (agua livre de nucleases).

3.3.5.4. Reacdo de PCR

a) ApoOs o preparo do mix, adicionar o RNA nos pocgos da placa ou em microtubos identificados
com a numeracao da amostra a ser testada;

b) Realizar a amplificagdo em termociclador certificado, conforme as especificagbes de
temperatura do protocolo utilizado.
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3.3.5.5. Eletroforese

a) Preparar o gel de agarose em concentragdo adequada ao protocolo de PCR utilizado. Adicionar
um corante para acidos nucleicos em proporcao suficiente para visualizacdo das bandas;

b) Para a corrida das amostras, adicionar tampéo de carregamento (loading buffer) ao produto de
PCR;

¢) Aplicar marcador de peso molecular em um dos pocos do gel;

d) Realizar a corrida em cuba de eletroforese, utilizando o tempo e a voltagem adequados para o
volume do gel e o protocolo de PCR utilizado;

e) Visualizar o gel sob luz ultravioleta, fotografar com o auxilio de um fotodocumentador e analisar
o resultado.

3.3.6. Critérios de aceitagcao da prova

a) As amostras de controle DETECTADO para PRRS devem apresentar bandas de tamanhos
correspondentes aos amplicons do protocolo utilizado;

b) As amostras de controle NAO DETECTADO (controle NAO DETECTADO da extracdo e
branco) ndo devem apresentar bandas de amplificacao.

3.3.7. Interpretagéo dos resultados

a) Comparar os resultados das amostras testadas ao das amostras controle, a fim de classifica-
las como positivas ou negativas;

b) A leitura das bandas deve ser clara e livre de amplicons inespecificos para o teste ser
considerado satisfatorio;

C) Qualquer amostra questionavel devera ser retestada.

3.3.8. Emissao dos resultados

a) Os resultados deverao ser emitidos em documento denominado “Relatério de Ensaio” e
expressos como “DETECTADO” ou “NAO DETECTADO’;

b) Expressar a quantidade de aliquotas positivas ou negativas dentre o total de aliquotas
analisadas.

3.3.9 Descarte das amostras e Residuos

a) Apo6s um periodo minimo de 90 dias da realizagéo das andlises, as amostras negativas poderao
ser descartadas, registrando-se nos formularios préprios e conferidas antes do descarte;

b) Os materiais descartados devem ser separados adequadamente entre residuos quimicos e
bioldgicos;

c) O laboratério deve assegurar a biosseguridade dos residuos gerados e seguir as legislacées
ambientais vigentes para o descarte.

3.4. Técnica de RT-gPCR para detec¢cdo do PRRSV
3.4.1 Materiais

a) Luvas de procedimento nitrilica ou de latex isentas de po;

b) Microtubos de volumes variados ou microplacas;

c) Microplacas ou microtubos para leitura 6ptica de RT-qPCR;

d) Tampas adesivas para microplacas para leitura éptica de RT-qPCR;
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e) Ponteiras com filtro, estéreis, livres de DNAses e RNAses;
f) Estantes para microtubos;
g) Gaze ou papel toalha.

3.4.2 Equipamentos e instrumentos

a) Autoclave;

b) Cabine de seguranca bioldgica com filtro HEPA classe Il (requisito minimo) ou estagéo de
trabalho para PCR (Workstation PCR) com luz UV germicida;

c) Geladeira;

d) Freezer,

e) Micropipetas mono e multicanais de volumes regulaveis;

f) Termociclador para PCR em tempo real;

g) Centrifuga refrigerada com rotores para microtubos;

h) Agitador de microtubos;

i) Microcomputador;

j) Equipamento para extracdo automatizada de acidos nucleicos (opcional).

3.4.3 Insumos

a) Agua livre de nucleases;

b) Kit especifico de RT-qPCR para deteccdo de PRRS;

c) Controle DETECTADO para PRRS (sempre utilizar RNA viral para averiguar eficiéncia da
transcricao reversa);

d) Kit de extracdo de RNA (automética);

e) Trizol (manual);

f) Recomenda-se o uso de kits com reacbes de passo Unico (one step) para sintese e
amplificacdo de cDNA no mesmo tubo.

3.4.4 Solucgbes

a) Solucéo de Alcool 70%;
b) Solugcédo descontaminante de DNA e DNAses;

3.4.5. Realizac&o do ensaio
3.5.5.1. Extracdo de RNA

a) A extracdo pode ser realizada de forma automatizada ou manual, através de kits de extragédo
de RNA ou reagentes especificos para o tipo de material a ser analisado, seguindo as
recomendacdes do fabricante;

b) Nao utilizar reagentes ap0s a data de validade e ndo misturar reagentes de lotes diferentes;

c) Adicionar as seguintes amostras controle a cada procedimento de extra¢do: controle NAO
DETECTADO (agua ou tecido bovino ou suino).

3.5.5.2. Reacédo de amplificacdo de acido nucleico por RT-qPCR

a) Realizar o ensaio em duas areas separadas: uma para o preparo do mix de reacao (sala de
pré-PCR) isenta de material genético e amplicons, e outra para a transferéncia de DNA para
placa ou microtubos (sala de PCR);
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b) Antes e apds o preparo do mix de reacdo, descontaminar a cabine e 0s materiais a serem
utilizados com solugéo descontaminante (para DNA, RNA, proteinas e nucleases) e/ou alcool
70° INPM

c) As micropipetas utilizadas para o preparo do mix de reacdo e adicdo das amostras devem ser
exclusivas para tais finalidades.

3.5.5.3. Preparo do mix de reacdo

a) Preparar o mix de reacdo de acordo com protocolos validados e especificos para o agente
pesquisado (TGEV) em quantidade suficiente para o nimero de amostras a serem testadas,
considerando algumas a mais;

b) Apos o preparo do mix, adicionar o RNA nos pogos da placa ou em microtubos para leitura
Optica;

c) A adicdo de DNA e das amostras controle deve ser realizada em uma area distinta do preparo
do mix (sala de PCR);

d) Devem ser incluidos nas analises:

i) Controle DETECTADO para PRSS;

i) Controle NAO DETECTADO da extracao;

iii) Branco (agua livre de nucleases);

iv) Controle DETECTADO e NAO DETECTADO do kit utilizado (se houver).

3.5.5.4. Reacdo de RT-gPCR

a) Selar a placa com adesivo Optico ou fechar a tampa dos microtubos. Verificar se ha bolhas no
fundo do poco e/ou goticulas na parede dos pocos da placa ou tubo. Caso isto ocorra,
centrifugar brevemente para reduzir as bolhas e para que o conteddo se posicione na parte
inferior da placa ou tubo;

b) Iniciar e entrar com os dados no software do termociclador (identificagdo das amostras e
selecao dos fluoréforos), conforme especificagdes do fabricante;

c) Inserir a placa ou os tubos no termociclador, salvar o arquivo e iniciar a corrida;

d) Ao finalizar, salvar os dados e interpretar os resultados.

3.5.6 Critérios de aceitacdo da prova

a) Para a validacéo do ensaio, o controle DETECTADO deve apresentar uma curva sigmoide (em
forma de S) e um Cq satisfatorio;

b) O controle NAO DETECTADO deve ter Cq indeterminado ou maior que o limite definido pelo
fabricante do kit. O gréfico do controle NAO DETECTADO deve apresentar tracos de
fluorescéncia nalinha de base durante todo o ensaio. Esses tracos ndo devem apresentar curva
sigmoide ou um aumento gradual na fluorescéncia.

3.5.7. Interpretagéo dos resultados

a) Ao analisar os resultados da corrida, o operador deve avaliar os seguintes componentes: controle
DETECTADO, controle NAO DETECTADO, controle da extracéo, background de fluorescéncia
e graficos de amplificacdo de cada amostra individualmente. Apés a validacdo do ensaio,
interpretar os resultados conforme especificagdes do fabricante;
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b)

c)

d)
e)

O limiar de Cq a ser considerado DETECTADO deve ser avaliado conforme definido na
verificagdo desempenho da técnica ou conforme consta a literatura;

O limiar de Cq a ser considerado DETECTADO deve ser avaliado conforme definido na
verificagdo desempenho da técnica ou conforme consta a literatura;

Qualquer amostra questionavel devera ser retestada;

Amostras positivas devem ser submetidas a sequenciamento para genotipagem viral.

3.5.8. Emissao dos resultados

a) Os resultados deverao ser emitidos em documento denominado “Relatério de Ensaio” e
expressos como “DETECTADO”, “NAO DETECTADO” ou “INCONCLUSIVO”

b) Expressar a quantidade de aliquotas positivas ou negativas dentre o total de aliquotas
analisadas.

3.5.9. Descarte das amostras e Residuos

a) Apo6s um periodo minimo de 90 dias da realizagéo das andlises, as amostras negativas poderéo
ser descartadas, registrando-se nos formularios préprios e conferidas antes do descarte;

b) Os materiais descartados devem ser separados adequadamente entre residuos quimicos e
biolégicos;

c) O laboratério deve assegurar a biosseguridade dos residuos gerados e seguir as legislacdes
ambientais vigentes para o descarte.
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CAPITULO 2.4.5.

GASTROENTERITE TRANSMISSIVEIL DOS SUINOS - TGE

1. Amostras
S&o consideradas amostras para o diagnostico de TGE:
1.1. Deteccédo da Resposta Imune

a)  Soro sanguineo;

1.2 Deteccédo do Agente
a) Fezes;
b) Intestino delgado.

2. Recebimento das Amostras

2.1. Disposic¢des Gerais

2.1.1. Os Laboratorios credenciados somente receber&o as amostras previstas na legislagdo em vigor
para as finalidades e ensaios previstos no seu escopo de credenciamento.

2.1.2. Deveréo ser obedecidos os critérios estabelecidos no capitulo de verificagdo de conformidade
de amostras.

3. Técnicas de Diagnoéstico
3.1. Disposic¢des Gerais

3.1.1. Somente poderdo ser utilizados insumos de diagndstico que tenham registro no MAPA,
segundo legislacdo em vigor;

3.1.2 Todos os insumos utilizados na andlise devem ser controlados e previamente testados e
aprovados;

3.1.3. O laboratério devera realizar os ensaios obedecendo as temperaturas preconizadas pelo
fabricante dos insumos

a) Quando esta informacdo ndo constar na bula o laboratorio devera consultar o fabricante,
mesmo que a indicacdo seja de realizacdo a temperatura ambiente

b) Quando nao informado pelo fabricante, serdo considerados como temperatura ambiente,
valores de temperatura entre 18 a 25°C.

3.1.4 Antes da utilizacdo dos insumos, realizar a avaliacdo de todos os parametros referentes aos
lotes e valores de ponto de corte dos critérios interpretacdo dos resultados;

3.1.5 O laboratério deve estabelecer um meio de avaliacdo apropriado para todos 0s insumos
utilizados nos ensaios;

3.1.6. Devem ser retidos os registros dos controles dos ensaios realizados, devendo ser registrada
data e responsavel de todas as etapas realizadas para cada amostra analisada;

3.1.7. Os resultados encontrados para cada amostra e controles, dados dos insumos utilizados e
outras informacdes pertinentes devem ser registrados em formulérios proprios do laboratorio.
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Deteccédo da Resposta Imune
3.2. Ensaio Imunoenzimatico (ELISA)

3.2.1. Materiais

a) Luvas para procedimentos;

b) Pipetas de vidro graduadas ou descartaveis;
c) Provetas graduadas;

d) Béqueres;

e) Erlenmeyers;

f) Ponteiras descartaveis;

g) Descartador de ponteiras;

h)  Reservatorios para solu¢des (cubetas);

i) Papel absorvente;

)] Selador ou tampa para placas de ELISA;

k)  Caneta para identificacdo de vidraria;

)i Cubas para descarte de materiais resistente a autoclavacao.

3.2.2. Equipamentos e instrumentos

a) Autoclave;

b) Geladeira;

c) Estufa;

d) Termdmetros

e) Micropipetas monocanal e multicanal de volumes regulaveis;
f) Pipetador automatico ou manual;

g) Leitora de ELISA;

h)  Cronbmetros;

i) Agitador de tubos tipo vértex (opcional);
) Agitador de microplacas (opcional);

k)  Lavadora de microplacas (opcional);

3.2.3. Insumos

a) Kits de ELISA de deteccédo de anticorpos para o virus da TGE

3.2.4. Solucgbes

a) No preparo das solucdes deve ser utilizado somente os reagentes fornecidos pelo fabricante,
ou aqgueles por ele indicados.

b) Conjugados, substratos e solucdo de parada deverdo ser utilizados obedecendo-se as
condicdes do fabricante;

c) No preparo da solucdo de lavagem deve-se assegurar que nao existem cristais precipitados na
solugéo;

d) Diluir a solugbes utilizando agua ultrapura ou destilada conforme instru¢cdes do fabricante e
homogeneizar bem.

3.2.5. Realizacéo do ensaio
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a) Para realizagdo dos ensaios de ELISA devem ser consideradas as orientacfes do fabricante
do kit de diagndstico utilizado. Atentar para ocorréncia de atualizacdo na bula do kit, principalmente
em mudancas de lote;

b) A ordem de execugdo das etapas do ensaio, duragdo, volumes utilizados e temperatura de
incubacao variam de acordo com fabricante do kit utilizado;

c) Homogeneizar gentiimente todos reagentes e amostras antes do uso;

d)  Utilizar ponteiras distintas para cada controle e amostra de soro;

e) Homogeneizar as placas tocando-as na lateral ou utilizando um agitador de placas;

f) Nas etapas de incubacgéo, as placas devem ser seladas para se evitar evaporacéo;

g) As placas devem ser lavadas com a solucéo indicada pelo kit. Apos a ultima lavagem remover
residuos em um material absorvente (papel toalha ou toalha). Deixar as placas secas o minimo de
tempo possivel entre a lavagem e adi¢cao do préximo reagente;

h) Decorridas todas as etapas do teste, realizar a leitura da absorbancia na leitora de ELISA
utilizando filtro com comprimento de onda indicado nas instru¢des do fabricante.

3.2.6. Critérios de aceitacao do Ensaio

a) O resultado do ensaio sera considerado valido somente se as DOs dos soros controles
estiverem dentro dos limites aceitaveis e determinados pelo fabricante. Caso contrario, o ensaio deve
ser repetido.

3.2.7. Interpretacdo dos resultados

a) De acordo com as DOs obtidas consideram-se os resultados como nao reagente ou reagente.

3.2.8. Emissao dos resultados

a) Os resultados deverdo ser emitidos em documento denominado “Relatério de Ensaio” e
expresso como, reagente, ndo reagente, ou de acordo com o preconizado com o fabricante do insumo
(kit de diagndstico).

3.2.9. Descarte de Amostras e Residuos

a) Antes da realizacdo do descarte de amostras e produtos de ensaio deveréo ser observados 0s
prazos minimos estabelecidos no item 3.2.10. Retenc¢é&o de Itens de Ensaio

b)  Todo material utilizado na realizacdo do ensaio deve ser imerso em cuba com solucéo de &cido
citrico 0,2%, hipoclorito de sddio 0,5% ou solucdo para descontaminagdo similar, por no minimo de 1
hora;

c) ApOs este periodo, todo o material utilizado na realizagdo do ensaio deve ser submetido ao
processo de autoclavacao apropriado e validado. A efetividade de esterilizacdo deve estar comprovada
em procedimentos proprios do laboratorio;

O laboratério deve assegurar a biosseguridade dos residuos gerados e seguir as legislacdes
ambientais vigentes durante todo processo de descarte.

3.2.10. Retencéo de itens de ensaio

a)  Soro sanguineo
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Poderdo ser descartados 60 dias apdés a emissdo do relatério de ensaio, registrando-se nos
formularios préprios e conferindo antes do descarte.

Amostras positivas de qualquer origem devem ser armazenadas de forma permanente, incluindo
todos os registros e documentacao pertinente, devendo as mesmas serem registradas e controladas
pelo laboratorio responsavel pela analise.

3.3 Virusneutralizacédo para deteccédo de anticorpos para o TGEV
3.3.1. Materiais

a)Luvas para procedimentos;

b)Pipetas de vidro graduadas ou descartaveis;

c)Provetas graduadas;

d)Béqueres;

e) Erlenmeyers;

f) Frascos de vidro tipo penicilina com tampa;

g)Ponteiras descartaveis;

h)Descartador de ponteiras;

i) Reservatorios para solugdes (cubetas);

i) Papel absorvente;

k) Microplacas para cultivo celular em poliestireno cristal com 96 cavidades de fundo chato;
|) Caneta para identificagédo de vidraria;

m) Cubas para descarte de materiais resistente a autoclavacao.

3.3.2. Equipamentos e instrumentos

a) Autoclave;

b) Cabine de seguranca bioldgica, classe Il B1 (requisito minimo);
c) Geladeira;

d) Freezer,

e) Estufa com atmosfera de COy;

f) Estufa;

g) Banho seco ou que empregam agua;

h)  Termdmetros;

i) Micropipetas mono e multicanais de volumes regulaveis;
i) Pipetador automético ou manual;

k)  Agitador de tubos;

) Microscépio invertido;

m) Balanca analitica;

n)  Centrifuga refrigerada.

3.3.3. Insumos

a)  Suspenséo da linhagem celular SK6 contendo 300.000 células/mL e 10% de soro fetal bovino.
b) Meio MEM (Meio Essencial Minimo, reconstituido de acordo com o fabricante);
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c)
d)
e)

f)

3.3.4.

a)
b)
c)
d)
e)

3.3.5.

3.3.5.

a)
b)

c)
d)
e)

f)

9)

3.3.6.

Soro fetal bovino (SFB) livre de pestivirus (BVDV) e micoplasma;
Solucéo de antibidticos e antifungicos;

Anticorpo reagente e ndo reagente para o TGEV,

Suspenséo do virus da Gastroenterite Transmissivel Suina (TGEV).

Solucbes

Meio MEM com adig&o de antimicrobianos;

Solucao de salina 0,15 mol/L %;

Acido citrico 0,2 %:

Solucéo salina 0,85 % fosfatada tamponada (PBS) pH 7,2-7,4;
Solucao de antibidticos e antifingicos.

Realizagdo do ensaio

1. Método quantitativo

Adicionar 25 pL de MEM na linha A (controle de toxidez, caso nédo tenha sido ainda avaliado).
Adicionar 25 pL de MEM nas linhas C a H.

Distribuir as amostras e controles como descrito no QUADRO abaixo.

Adicionar 25 pL de soro na linha A (controle de toxidez).

Adicionar 50 pL de soro puro na linha B.

CN|CP|-1|-2|-3 |[CC|CC |- X
CN|CP|-1|-2]-3 |[CC|CC |03 Yo
CN|CP|-1]|-2|-3 |[CC|CC |06 Ya
CN|CP|-1]|-2|-3 |[CC|CC |09 1/8
CN|CP|-1|-2|-3 |[CC|CC |12 1/16
CN|CP|-1]|-2|-3 |[CC|CC |15 1/32
CN|CP|-1]|-2|-3 |[CC|CC |18 1/64
CN|CP|-1|-2]-3 |[CC|CC |21 1/128

ITOMMmMooOlw >
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NINNNN| NN NN
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ooy or| ool o1 o1 O1] O1

Transferir 25 uL do soro puro da linha B para C, e assim sucessivamente até a linha H. Ao final
descartar 25 pL (a diluicdo inicial na linha B serd % apés adigdo do virus).
Preparar as colunas referentes aos controles conforme o item 3.3.6.

Controles

Utilizar uma coluna para o soro controle negativo (CN) e uma coluna para 0 soro controle
positivo (CP). Adicionar o MEM e os soros controle em cada uma das colunas conforme descrito
no item 6.1, sem avaliacéo da toxidez;

Para o controle de retrotitulacao viral (RT), adicionar 25 pL de MEM nas trés colunas destinadas
a retrotitulacao;

Para o controle de células (CC), adicionar 50 uL de MEM. Reservar, pelo menos, uma coluna
como controle de células. Nessa coluna ndo deve ser adicionado virus ou soro.
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3.3.7 Diluic&o de trabalho (DT) do virus, incubagéo e adi¢cédo da suspenséo celular

a)

b)

Retirar um criotubo do virus do ultrafreezer. Diluir o virus de acordo com o titulo para que no
ensaio sejam utilizados aproximadamente 100 TCIDso/25 pL.
Utilizar um virus de titulo conhecido. A partir do titulo, obter a diluicdo de trabalho (DT)
diminuindo-se 10? do titulo. Exemplo: virus com titulo de 10° deve ser diluido a 10* (ou seja,
10.000 vezes). Preparar diluicbes em base 10 do virus (107, 102, 103, etc.) até o obter a
diluicdo de trabalho desejada, utilizando para o calculo a férmula Ci.Vi = Cf.Vf, onde:
Ci = concentracdo inicial 10%;
Vi = volume inicial (volume de virus a ser utilizado);
Cf = concentracao final = DT;
Vf = volume final (volume necessario de virus, para uma placa utilizar 5 mL);
Exemplo: virus com titulo de 10*°. DT = 10%° = 1/316. Para 4 placas. Foram feitas duas diluicdes
em base 10 (10! e 10?);
Ci.Vi = Cf.Vf;
1/100.Vi = 1/316.20
Vi = 20.100/316 = 6,3 mL da diluicdo 1/100 (10?) e 13,7 mL de MEM;
Registrar os calculos da diluigéo;
A partir da diluicdo de trabalho, preparar diluicdes 1/10 (10?), 1/100 (102) e 1/1.000 (10%)
utilizando MEM. Essas trés diluicdes serdo chamadas de retrotitulacdo (107, 102 e 103)
Adicionar 50 pL da suspenséo viral diluida (1/10, 1/100 e 1/1.000) em cada um dos pocos das
colunas destinadas a retrotitulagdo (uma coluna por diluicdo), comec¢ando pela suspenséo mais
diluida, desta maneira pode-se utilizar 0 mesmo reservatorio e as mesmas ponteiras;
Adicionar 25 pL da DT em todos os pogos da placa, exceto nos destinados ao controle de
toxidez, retrotitulacdo e controle de células.
Incubar as placas em estufa a 37 °C com 5% de CO; durante uma hora.
Distribuir 100 pL de suspenséo celular a 300.000 células/mL com 10% SFB em todos 0s pogos
da placa, inclusive em todos os controles, iniciando-se pela coluna referente ao controle de
células.
Incubar as placas por 48 a 72 horas em estufa a 37 °C com 5% de COy;
Realizar a leitura em microscopio invertido e registrar, utilizando:

+ para indicar presenca de efeito citopatico (ECP);

(-) para indicar auséncia de ECP;

TX para indicar toxidez do soro;

C para indicar contaminagao.

3.3.8. Critérios de aceitacdo da Prova

a)
b)

c)

d)

Avaliar os resultados dos controles para considerar o ensaio valido.

Se 0s soros controle se apresentarem dentro do comportamento esperado: REAGENTE com
auséncia de efeito citopatico de acordo com o titulo conhecido e NAO REAGENTE
apresentando efeito citopatico, o ensaio é considerado valido.

A prova estara valida quando a retrotitulagdo do virus de prova na diluicdo de trabalho
apresentar dose infectante de 100 TCIDs0/50 pL, aceitando-se a varia¢éo de 31 a 316 TCIDso/50
ML.

Controle de células apresentando tapete integro em todos os pogos isentos de contaminacao
ou toxidez.

3.3.9. Interpretagéo dos resultados

a) Deve-se considerar como titulo o inverso da diluicdo em que foi observado 50% de
neutralizacdo. Esses valores devem ser convertidos em log base 10.
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b) Para ser considerado negativo, o soro ndo deve gerar nenhuma neutralizacdo na menor diluicdo
testada (ou seja, soro puro, equivalente a uma diluicdo de %2 na etapa de neutralizacéo).
Ocorrendo neutralizacdo em pelo menos uma diluicdo, o soro é considerado positivo.

c) A amostra ser& considerada toxica quando se observar a auséncia de multiplicacao celular, ou
destruicdo das células por componentes do soro no pog¢o de controle de toxidez. Geralmente é
caracterizada pela sedimentacdo do cultivo semeado no fundo do poco.

d) Soros contaminados: soros em que houve presenca de contaminagdo bacteriana ou por fungos
impedindo a interpretacéo do resultado.

e) O titulo neutralizante se expressa pela reciproca da diluicdo mais alta do soro em que houve
inibicdo da replicacéo viral em 50% dos poc¢os. (QUADRO 1)

QUADRO 1 - Titulo neutralizante expresso pela reciproca da diluicdo mais alta do soro em que houve
inibicdo da replicacdo viral em 50% dos poc¢os.

Diluicdo Titulo Transformacéao logaritmica Poco
Y 2 0,3 B
Ya 4 0,6 C
1/8 8 0,9 D
1/16 16 1,2 E
1/32 32 15 F
1/64 64 1,8 G
1/128 >=128 2,1 H

3.3.10. Emisséao dos resultados

a) Os resultados deverao ser emitidos em documento denominado “Relatério de Ensaio” e
expresso como, REAGENTE, NAO REAGENTE, TOXICO ou CONTAMINADO. Caso a amostra seja
considerada reagente, deve ser descrito o valor do titulo final, que é expresso como o logaritmo da
diluicdo em que houve 100% de Virusneutralizacao.

3.3.11. Descarte de Amostras e Residuos

a) Antes da realizacdo do descarte de amostras e produtos de ensaio deverdo ser observados os
prazos minimos estabelecidos no item 5. Retencao de Itens de Ensaio

b) Todo material utilizado na realizacdo do ensaio deve ser imerso em cuba com solucédo de acido
citrico 0,2%, hipoclorito de sddio 0,5% ou solucao para descontaminagao similar, por no minimo
de 1 hora;

c) Apo6s este periodo, todo o material utilizado na realizacdo do ensaio deve ser submetido ao
processo de autoclavacdo apropriado e validado. A efetividade de esterilizacdo deve estar
comprovada em procedimentos préprios do laboratorio;

O laboratério deve assegurar a biosseguridade dos residuos gerados e seguir as legislacdes
ambientais vigentes durante todo processo de descarte.

3.3.1.1.2. Retencéo de itens de ensaio

b)  Soro sanguineo
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Poderdo ser descartados 60 dias apdés a emissdo do relatério de ensaio, registrando-se nos
formularios préprios e conferindo antes do descarte.

c) Amostras positivas de qualquer origem devem ser armazenadas de forma permanente,
incluindo todos os registros e documentacao pertinente, devendo elas serem registradas e controladas
pelo laboratorio responsavel pela analise.

3.3. Técnica de PCR convencional com transcricéo reversa RT-PCR detec¢cédo de TGEV
3.3.1. Materiais

a) Luvas de procedimento nitrilica ou de latex isentas de po;
b) Pipetas graduadas;

c) Microtubos de volumes variados ou microplacas;

d) Ponteiras com filtro, estéreis, livres de DNAses e RNAses;
e) Estantes para microtubos;

f) Gaze ou papel toalha.

3.3.2. Equipamentos e instrumentos

a) Autoclave;

b) Cabine de seguranca biolégica com filtro HEPA classe Il (requisito minimo) ou estacao de trabalho
para PCR (Workstation PCR) com luz UV germicida;

c) Geladeira;

d) Freezer;

e) Micropipetas mono e multicanais de volumes regulaveis;

f) Pipetador automatico ou manual;

g) Termociclador;

h) Balanga de preciséo;

i) Centrifuga refrigerada com rotores para microtubos;

j) Agitador de microtubos;

k) Micro-ondas;

[) Cuba e fonte para eletroforese;

m) Microcomputador;

n) Sistema de fotodocumentagéo;

0) Equipamento para extracdo automatizada de &cidos nucleicos (opcional);

3.3.4. Insumos

a) Agua livre de nucleases;

b) Oligonucleotideos para RT-qPCR (QUADRO 2);

c) Controle DETECTADO para o virus da TGEV (sempre utilizar RNA viral para averiguar eficiéncia
da transcricdo reversa);

d) Kitde RT-gPCR;

e) Kit de extragdo de RNA (automética);

f)  Trizol (manual);

g) Recomenda-se o0 uso de reac¢des de passo Unico (one step) para sintese e amplificacdo de cDNA
no mesmo tubo.
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QUADRO 1: Sugestdo de oligonucleotideos para RT-gPCR E RT-PCR para deteccdo e
sequenciamento genético de TGEV.

Oligonucleotideo Tipo de PCR Sequéncia Referéncia
TGEV.ISU.SP.143.F AACCATAAGTTCCCTATATGTCCTT
RT-gPCR Hartman, 1997
TGEV.ISU.SP.143.R CCAGACCATTGATTTTCAAAACTAATAC
TGEV.ISU.SP.143.S TET-CACCATGTAAATAAGCAACAA-MGB/NFQ
TGEV.ISU.NP.93.F TTGTCTGGGTTGCCAAGGAT
RT-gPCR Hartman, 1997
TGEV.ISU.NP.93.R CATCGAATTTCAAAGCTTTGGATT
TGEV.ISU.NP.93.S FAM-CCACGACTACCAAGCGT-MGB/NFQ
TGEV.ISU.600.F GCAACAATCCAATAACAAGAAGG
RT-PCR Hartman, 1997
TGEV.ISU.600.R ACCTCATCAATCATCTCAACCTG
TGEV.ISU.200/800.F GTAAAAACATTAGCCACATA
TGEV.ISU.200/800.R AGGGTAAGTTGCTCATTAG

3.3.4. Solucbes

a) Solucéo de Alcool 70%;
b) Solugédo descontaminante de DNA e DNAses;

3.3.5. Realizac&o do ensaio
3.3.5.1. Extragdo de RNA

a) A extrac@o pode ser realizada de forma automatizada ou manual, através de kits de extracéo
de RNA ou reagentes especificos para o tipo de material a ser analisado, seguindo as recomendacdes
do fabricante;

b) N&o utilizar reagentes ap0s a data de validade e ndo misturar reagentes de lotes diferentes;

c) Adicionar as seguintes amostras controle a cada procedimento de extracdo: controle NAO
DETECTADO (agua ou tecido bovino ou suino).
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3.3.5.2. Reacao de amplificacdo de acido nucleico (RT-PCR)

a) Realizar o ensaio em duas areas separadas: uma para o preparo do mix de reacao (sala de
pré-PCR), isenta de material genético e amplicons, e outra para a transferéncia de DNA para
placa ou microtubos (sala de PCR);

b) Antes e apds o preparo do mix de reagdo, descontaminar a cabine e os materiais a serem
utilizados com solucéo descontaminante (para DNA, RNA, proteinas e nucleases) e/ou Alcool
70%

c) As micropipetas utilizadas para o preparo do mix de reacdo e adicdo das amostras devem ser
exclusivas para tais finalidades.

3.3.5.3. Preparo do mix de reagéo

a) Preparar o mix de reacdo de acordo com protocolos validados e especificos para o agente
pesquisado em gquantidade suficiente para o numero de amostras a serem testadas,
considerando algumas a mais;

b) Adicionar o mix de reagéo a cada poc¢o da microplaca (ou microtubos);

c) Devem ser incluidos nas analises:

l. Controle DETECTADO para TGEV;
[l.  Controle NAO DETECTADO da extracao;
lll.  Branco (agua livre de nucleases).

3.3.5.4. Reacao de RT-PCR

a) Apos o preparo do mix, adicionar o RNA nos pocos da placa ou em microtubos identificados
com a humeracgao da amostra a ser testada;

b) Realizar a amplificagdo em termociclador certificado, conforme as especificagbes de
temperatura do protocolo utilizado.

3.3.5.5. Eletroforese

a) Preparar o gel de agarose em concentragdo adequada ao protocolo de PCR utilizado. Adicionar
um corante para acidos nucleicos em proporcao suficiente para visualizagcdo das bandas;

b) Para a corrida das amostras, adicionar tampéao de carregamento (loading buffer) ao produto de
PCR;

c) Aplicar marcador de peso molecular em um dos poc¢os do gel;

d) Realizar a corrida em cuba de eletroforese, utilizando o tempo e a voltagem adequados para o
volume do gel e o protocolo de PCR utilizado;

e) Visualizar o gel sob luz ultravioleta, fotografar com o auxilio de um fotodocumentador e analisar
o resultado.

3.3.6. Critérios de aceitacao da prova

a) As amostras de controle DETECTADO para TGEV devem apresentar bandas de tamanhos
correspondentes aos amplicons do protocolo utilizado;

b) As amostras de controle NAO DETECTADO (controle NAO DETECTADO da extracdo e
branco) ndo devem apresentar bandas de amplificacéo.
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3.3.7. Interpretagéo dos resultados

a) Comparar os resultados das amostras testadas ao das amostras controle, a fim de classifica-las
como positivas ou negativas;

b) O limiar de Cq a ser considerado DETECTADO deve ser avaliado conforme definido na
verificacdo desempenho da técnica ou conforme consta a literatura;

c) Aleitura das bandas deve ser clara e livre de amplicons inespecificos para o teste ser considerado
satisfatorio;
d) Qualquer amostra questionavel devera ser retestada.

3.3.8. Emisséao dos resultados

a) Osresultados deverao ser emitidos em documento denominado “Relatério de Ensaio” e expressos
como “DETECTADO”, “NAO DETECTADO” ou “INCONCLUSIVO”
b) Expressar a quantidade de aliquotas positivas ou negativas dentre o total de aliquotas analisadas.

3.3.9 Descarte das amostras e Residuos

a) Apo6s um periodo minimo de 90 dias da realizacao das andlises, as amostras negativas poderao ser
descartadas, registrando-se nos formularios préprios e conferidas antes do descarte;

b) Os materiais descartados devem ser separados adequadamente entre residuos quimicos e
biolégicos;

c) O laboratério deve assegurar a biosseguridade dos residuos gerados e seguir as legislagbes
ambientais vigentes para o descatrte.

3.4. Técnica de RT-gPCR para detecgédo do TGEV
3.4.1 Materiais

a) Luvas de procedimento nitrilica ou de latex isentas de po;

b) Microtubos de volumes variados ou microplacas;

c) Microplacas ou microtubos para leitura 6ptica de RT-gPCR;

d) Tampas adesivas para microplacas para leitura 6ptica de RT-gPCR;
e) Ponteiras com filtro, estéreis, livres de DNAses e RNAses;

f) Estantes para microtubos;

9) Gaze ou papel toalha.

3.4.2 Equipamentos e instrumentos

a) Autoclave;

b) Cabine de seguranca bioldgica com filtro HEPA classe Il (requisito minimo) ou estacao de trabalho
para PCR (Workstation PCR) com luz UV germicida;

c) Geladeira;

d) Freezer,

e) Micropipetas mono e multicanais de volumes regulaveis;

f) Termociclador para PCR em tempo real;

g) Centrifuga refrigerada com rotores para microtubos;

h) Agitador de microtubos;

i) Microcomputador;
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j) Equipamento para extracao automatizada de &cidos nucleicos (opcional).

3.4.3 Insumos

a) Agua livre de nucleases;

b) Kit especifico de RT-qPCR para deteccao de TGEV,

c) Controle DETECTADO para TGEV (sempre utilizar RNA viral para averiguar eficiéncia da
transcricdo reversa);

d) Kit de extracdo de RNA (automatica);

e) Trizol (manual);

f) Recomenda-se o uso de kits com reacbes de passo Unico (one step) para sintese e
amplificacdo de cDNA no mesmo tubo.

3.4.4 Solugbes

a) Solucéo de Alcool 70%;
b) Solugédo descontaminante de DNA e DNAses;

3.4.5. Realizac&o do ensaio
3.5.5.1. Extragcdo de RNA

a) A extracdo pode ser realizada de forma automatizada ou manual, atraves de kits de extragédo
de RNA ou reagentes especificos para o tipo de material a ser analisado, seguindo as
recomendacbes do fabricante;

b) Na&o utilizar reagentes apos a data de validade e ndo misturar reagentes de lotes diferentes;

c) Adicionar as seguintes amostras controle a cada procedimento de extracdo: controle NAO
DETECTADO (&gua ou tecido bovino ou suino).

3.5.5.2. Reacdo de amplificacdo de acido nucleico por RT-qPCR

a) Realizar o ensaio em duas areas separadas: uma para o preparo do mix de reacao (sala de
pré-PCR) isenta de material genético e amplicons, e outra para a transferéncia de DNA para
placa ou microtubos (sala de PCR);

b) Antes e apOs o preparo do mix de reagdo, descontaminar a cabine e os materiais a serem
utilizados com solucéo descontaminante (para DNA, RNA, proteinas e nucleases) e/ou alcool
70° INPM

c) As micropipetas utilizadas para o preparo do mix de reacéo e adicdo das amostras devem ser
exclusivas para tais finalidades.

3.5.5.3. Preparo do mix de reacgéo

a) Preparar o mix de reacdo de acordo com protocolos validados e especificos para o agente
pesquisado (TGEV) em quantidade suficiente para o nimero de amostras a serem testadas,
considerando algumas a mais;

b) Apéds o preparo do mix, adicionar o RNA nos pogos da placa ou em microtubos para leitura
Optica;

c) A adicdo de DNA e das amostras controle deve ser realizada em uma area distinta do preparo
do mix (sala de PCR);

261



d) Devem ser incluidos nas analises:

I.  Controle DETECTADO para PRRS;
[l.  Controle NAO DETECTADO da extracao;
[ll.  Branco (agua livre de nucleases);
IV.  Controle DETECTADO e NAO DETECTADO do kit utilizado (se houver).

3.5.5.4. Reacao de RT-gPCR

a) Selar a placa com adesivo Optico ou fechar a tampa dos microtubos. Verificar se h& bolhas no
fundo do pocgo e/ou goticulas na parede dos pocos da placa ou tubo. Caso isto ocorra,
centrifugar brevemente para reduzir as bolhas e para que o conteldo se posicione na parte
inferior da placa ou tubo;

b) Iniciar e entrar com os dados no software do termociclador (identificagdo das amostras e
selecéo dos fluoroforos), conforme especificagdes do fabricante;

c) Inserir a placa ou os tubos no termociclador, salvar o arquivo e iniciar a corrida;

d) Ao finalizar, salvar os dados e interpretar os resultados.

3.5.6 Critérios de aceitacdo da prova

a) Para a validacéo do ensaio, o controle DETECTADO deve apresentar uma curva sigmoide (em
forma de S) e um Cq satisfatorio;

b) O controle NAO DETECTADO deve ter Cq indeterminado ou maior que o limite do kit. O gréfico
do controle NAO DETECTADO deve apresentar tracos de fluorescéncia na linha de base
durante todo o ensaio. Esses tracos ndo devem apresentar curva sigmoide ou um aumento
gradual na fluorescéncia.

3.5.7. Interpretacéo dos resultados

a)

b)

c)

d)
e)

Ao analisar os resultados da corrida, o operador deve avaliar 0s seguintes componentes: controle
DETECTADO, controle NAO DETECTADO, controle da extracdo, background de fluorescéncia
e graficos de amplificacdo de cada amostra individualmente. Apés a validacdo do ensaio,
interpretar os resultados conforme especificagdes do fabricante;

Os resultados devem ser positivos para TGEV.ISU.NP e TGEV.ISU.SP para ser positivo para
TGEV. Positivo apenas para FAM é sugestivo de PRCV;

O limiar de Cq a ser considerado DETECTADO deve ser avaliado conforme definido na
verificacdo desempenho da técnica ou conforme consta a literatura;

Qualquer amostra questionavel devera ser retestada;

Amostras positivas devem ser submetidas a sequenciamento para genotipagem viral.

3.5.8. Emissao dos resultados

a) Os resultados deverdo ser emitidos em documento denominado “Relatério de Ensaio” e
expressos como “DETECTADO” ou “NAO DETECTADO’;

b) Expressar a quantidade de aliquotas positivas ou negativas dentre o total de aliquotas
analisadas.
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3.5.9. Descarte das amostras e Residuos

a) Apo6s um periodo minimo de 90 dias da realizacdo das analises, as amostras negativas poderdo
ser descartadas, registrando-se nos formularios proprios e conferidas antes do descarte;

b) Os materiais descartados devem ser separados adequadamente entre residuos quimicos e
biolbgicos;

¢) O laboratério deve assegurar a biosseguridade dos residuos gerados e seguir as legislacbes
ambientais vigentes para o descatrte.
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CAPITULO 2.4.6.

DIARREIA EPIDEMICA DOS SUINOS - PED

1. Amostras

Sao consideradas amostras para o diagnostico do Porcine epidemic diarrhea virus (PEDV).

1.1. Identificacdo do Agente
a) Fezes;

b) Intestino delgado.

2. Recebimento das Amostras

2.1. Disposic¢des Gerais

2.1.1. Para atendimento aos Programas e Controles Oficiais do MAPA os Laboratérios credenciados
somente receberdo as amostras previstas na legislagdo em vigor para as finalidades e ensaios
previstos no seu escopo de credenciamento.

2.1.2. Deveréo ser obedecidos os critérios estabelecidos no capitulo de verificagdo de conformidade
de amostras.

3. Técnicas de Diagndéstico

3.1. Disposigdes Gerais

3.1.1. Somente poderdo ser utilizados insumos de diagndstico que tenham registro no MAPA,
segundo legislagdo em vigor;

3.1.2 Todos os insumos utilizados na andlise devem ser controlados e previamente testados e
aprovados;

3.1.3. O laboratério devera realizar os ensaios obedecendo as temperaturas preconizadas pelo
fabricante dos insumos

a) Quando esta informacao nao constar na bula o laboratério devera consultar o fabricante, mesmo
gue a indicacao seja de realizagdo a temperatura ambiente

b) Quando néo informado pelo fabricante, serdo considerados como temperatura ambiente, valores
de temperatura entre 18 a 25°C.
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3.1.4 Antes da utilizacao dos insumos, realizar a avaliagdo de todos os parametros referentes aos lotes
e valores de ponto de corte dos critérios interpretacdo dos resultados;

3.1.5 O laboratério deve estabelecer um meio de avaliagdo apropriado para todos os insumos utilizados
Nos ensaios;

3.1.6. Devem ser retidos os registros dos controles dos ensaios realizados, devendo ser registrada
data e responsavel de todas as etapas realizadas para cada amostra analisada;

3.1.7. Os resultados encontrados para cada amostra e controles, dados dos insumos utilizados e outras
informac0®es pertinentes devem ser registrados em formulérios préprios do laboratorio.

3. Técnicas de Diagnostico

3.1. Disposic¢des Gerais

3.1.1. Somente poderdo ser utilizados insumos de diagndstico que tenham registro no MAPA,
segundo legislacdo em vigor;

3.1.2 Todos os insumos utilizados na analise devem ser controlados e previamente testados e
aprovados;

3.1.3. O laboratério devera realizar os ensaios obedecendo as temperaturas preconizadas pelo
fabricante dos insumos

a) Quando esta informacao ndo constar na bula o laboratoério devera consultar o fabricante, mesmo
gue a indicacdo seja de realizacdo a temperatura ambiente

b) Quando néo informado pelo fabricante, serdo considerados como temperatura ambiente, valores
de temperatura entre 18 a 25°C.

3.1.4 Antes da utilizacdo dos insumos, realizar a avalia¢cdo de todos os parametros referentes aos lotes
e valores de ponto de corte dos critérios interpretacao dos resultados;

3.1.5 O laboratério deve estabelecer um meio de avaliagéo apropriado para todos os insumos utilizados
Nnos ensaios;

3.1.6. Devem ser retidos o0s registros dos controles dos ensaios realizados, devendo ser registrada
data e responsavel de todas as etapas realizadas para cada amostra analisada;

3.1.7. Os resultados encontrados para cada amostra e controles, dados dos insumos utilizados e outras
informag0des pertinentes devem ser registrados em formularios préprios do laboratorio.

3.2.2 Equipamentos e instrumentos

a) Autoclave;

b) Cabine de seguranca biolégica com filtro HEPA classe Il (requisito minimo) ou estacao de trabalho
para PCR (Workstation PCR) com luz UV germicida;

c) Geladeira;

d) Freezer,

e) Micropipetas mono e multicanais de volumes regulaveis;

f) Termociclador para PCR em tempo real;
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g) Centrifuga refrigerada com rotores para microtubos;

h) Agitador de microtubos;

i) Microcomputador;

J) Equipamento para extracido automatizada de DNA (opcional).

3.2.3 Insumos

a) Agua livre de nucleases

b) Iniciadores e sondas descritos no QUADRO 1

c) Master mix para PCR em tempo real

d) Controle DETECTADO para o virus da PED (Material genético extraido do alvo ou controle
sintético);

QUADRO 1: Sugestao de Oligonucletideos para reacdo de RT-qPCR para detecc¢éo do Virus da
PED

Oligonucleotideo Sequéncia Referéncia
PEDV.Lowe2014.198.F | CGCAAAGACTGAACCCACTAACCT Lowe J., 2014
PEDV.Lowe2014.198.R | TTGCCTCTGTTGTTACTTGGAGAT Lowe J., 2014
PEDV.Lowe2014.198.S | FAM-TGTTGCCATTACACCGACTCCTGC- Lowe J., 2014

ZEN/lowaBlack

3.2.3 Solugbes

a) Solucao de alcool 70%;
b) Solucédo descontaminante de DNA e DNAses;

3.2.4. Realizacao do ensaio
3.2.4.1. Extragdo de RNA

a) A extracdo pode ser realizada de forma automatizada ou manual, através de kits de extracdo de
RNA ou reagentes especificos para o tipo de material a ser analisado, seguindo as
recomendacdes do fabricante;

b) Nao utilizar reagentes apés a data de validade e ndo misturar reagentes de lotes diferentes;

c) Adicionar as seguintes amostras controle a cada procedimento de extracdo: controle NAO
DETECTADO (4gua ou tecido suino).

3.2.4.2. Reacdo de amplificagdo de &cido nucleico (PCR)

a) Realizar o ensaio em duas areas separadas: uma para o preparo do mix de reacao (sala de pré-
PCR), isenta de material genético e amplicons, e outra para a transferéncia de DNA para placa ou
microtubos (sala de PCR);

b) Antes e ap6s o preparo do mix de reacdo, descontaminar a cabine e 0s materiais a serem
utilizados com solugéo descontaminante (para DNA, RNA, proteinas e nucleases) e/ou alcool 70°
INPM;

c) As micropipetas utilizadas para o preparo do mix de reacdo e adicdo das amostras devem ser
exclusivas para tais finalidades.
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3.2.4.3. Preparo do mix de reacéao

a) Preparar 0 mix de reacdo de acordo com protocolos validados e especificos para o agente
pesquisado (PEDV) em quantidade suficiente para o nimero de amostras a serem testadas,
considerando algumas a mais, de acordo com o QUADRO 2;

b) Adicionar o mix de reacéo a cada poc¢o da microplaca (ou microtubos);

c) Devem ser incluidos nas analises:

l. Controle DETECTADO para PED;
1. Controle NAO DETECTADO da extracao;
[ll.  Branco (agua livre de nucleases).

3.2.4.4. Reacédo de PCR

a) Apods o preparo do mix, adicionar o DNA nos pogos da placa ou em microtubos identificados com
a numeracao da amostra a ser testada;

3.2.5. Critérios de aceitacao da prova

a) Para a validagédo do ensaio, o controle DETECTADO deve apresentar uma curva sigmoide (em
forma de S) e um Cq satisfatorio;

b) O controle NAO DETECTADO deve ter Cq indeterminado ou maior que o limite do kit. O grafico do
controle NAO DETECTADO deve apresentar tracos de fluorescéncia na linha de base durante todo
0 ensaio. Esses tracos ndo devem apresentar curva sigmoide ou um aumento gradual na
fluorescéncia.

3.2.6 Interpretagao dos resultados

a) Ao analisar os resultados da corrida, o operador deve avaliar 0s seguintes componentes: controle
DETECTADO, controle NAO DETECTADO, controle da extracdo, background de fluorescéncia e
gréaficos de amplificacdo de cada amostra individualmente. Apos a validacao do ensaio, interpretar
os resultados conforme especificagdes do fabricante;

b) O limiar de Cq a ser considerado DETECTADO deve ser avaliado conforme definido na verificagdo
desempenho da técnica ou conforme consta a literatura;

c) Qualquer amostra questionavel devera ser retestada;

d) Amostras positivas devem ser submetidas a sequenciamento para genotipagem viral.

3.2.7. Emissao dos resultados

a) Osresultados deverao ser emitidos em documento denominado “Relatério de Ensaio” e expressos
como “DETECTADO” ou “NAO DETECTADO”;
b) Expressar a quantidade de aliquotas positivas ou negativas dentre o total de aliquotas analisadas.

3.2.8. Descarte das amostras e Residuos

a) Apos um periodo minimo de 90 dias da realizacdo das analises, as amostras negativas poderédo
ser descartadas, registrando-se nos formularios préprios e conferidas antes do descarte;
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b) Os materiais descartados devem ser separados adequadamente entre residuos quimicos e
biolbgicos;

c) O laboratério deve assegurar a biosseguridade dos residuos gerados e seguir as legislacdes
ambientais vigentes para o descatrte.
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CAPITULO 2.4.6.

SENECAVIRUS A - SVA

1. Amostras
S&o consideradas amostras para o diagnéstico do Senecavirus A
1.1. Deteccéo da Resposta Imune

a)  Soro sanguineo

1.2. Identificacdo do Agente
a) Epitélio;
b) Vesiculas;
c) Suabe de vesiculas rompidas

2. Recebimento das Amostras

2.1. Disposic¢Oes Gerais

2.1.1. Para atendimento aos Programas e Controles Oficiais do MAPA os Laboratérios credenciados
somente receberdo as amostras previstas na legislagdo em vigor para as finalidades e ensaios
previstos no seu escopo de credenciamento.

2.1.2. Deveréo ser obedecidos os critérios estabelecidos no capitulo de verificagdo de conformidade
de amostras.

3. Técnicas de Diagnostico
3.1. Disposigdes Gerais

3.1.1. Somente poderdo ser utilizados insumos de diagndstico que tenham registro no MAPA,
segundo legislagdo em vigor;

3.1.2 Todos os insumos utilizados na analise devem ser controlados e previamente testados e
aprovados;

3.1.3. O laboratério devera realizar os ensaios obedecendo as temperaturas preconizadas pelo
fabricante dos insumos

a) Quando esta informacdo nao constar na bula o laboratério devera consultar o fabricante,
mesmo que a indicacdo seja de realizacdo a temperatura ambiente

b) Quando ndo informado pelo fabricante, serdo considerados como temperatura ambiente,
valores de temperatura entre 18 a 25°C.

3.1.4 Antes da utilizacdo dos insumos, realizar a avaliacdo de todos os parametros referentes aos
lotes e valores de ponto de corte dos critérios interpretacdo dos resultados;

3.1.5 O laboratério deve estabelecer um meio de avaliagdo apropriado para todos os insumos
utilizados nos ensaios;
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3.1.6. Devem ser retidos os registros dos controles dos ensaios realizados, devendo ser registrada
data e responsavel de todas as etapas realizadas para cada amostra analisada;

3.1.7. Os resultados encontrados para cada amostra e controles, dados dos insumos utilizados e
outras informacdes pertinentes devem ser registrados em formulérios proprios do laboratdrio.

Deteccédo da Resposta Imune

3.2. Teste de neutralizagao viral
3.2.1. Materiais

a) Luvas para procedimentos;

b) Pipetas de vidro graduadas ou descartaveis;

c) Provetas graduadas;

d) Béqueres;

e) Erlenmeyers;

f) Frascos de vidro tipo penicilina com tampa;

g) Ponteiras descartaveis;

h) Descartador de ponteiras;

i) Reservatérios para solucdes (cubetas);

i) Algodao hidrofilo;

k) Microplacas para cultivo celular em poliestireno cristal com 96 cavidades de fundo chato;
I) Caneta para identificacdo de vidraria,;

m) Cubas para descarte de materiais resistente a autoclavacao.

3.2.2. Equipamentos e instrumentos

a) Autoclave;

b) Cabine de seguranca bioldgica classe Il B1 (requisito minimo);
c) Geladeira;

d) Ultrafreezer;

e) Estufa com atmosfera de COy;

f) Banho seco ou que empregam agua,;

g) Termobmetros;

h)  Micropipetas mono e multicanais de volumes regulaveis;
i) Pipetador automatico ou manual;

i) Agitador de tubos;

k)  Microscopio invertido;

) Centrifuga refrigerada.

3.2.3. Insumos

a)  Suspensao celular de linhagem sensivel (NCI-H1299);

b) Meio MEM (Meio Essencial Minimo, reconstituido de acordo com o fabricante);
c) Soro fetal bovino (SFB) livre de pestivirus (BVDV) e micoplasma;

d) Solugdo de antibidticos e antifungicos;

e) Cepade SVA.

3.2.4. Solucbes
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a) Meio MEM com piruvato com 5% de soro fetal bovino e antimicrobianos (anexo 008);
b)  Solugéo de salina 0,15 mol/L % (anexo 008);
c) Soros controles reagente e ndo reagente do SVA;

3.2.5. Realizacdo do ensaio
3.251 Método quantitativo

a) Avaliar a toxidez apenas se 0 soro nao tiver sido testado em outro ensaio de neutralizacao viral.

b) Antes de pipetar as amostras de soro, homogeneizar com auxilio de agitador de tubos ou fazer
movimentos de inverter os microtubos;

c) Adicionar 93,75 pL de MEM e 6,25 L de soro na linha A (controle de toxidez).

d) Adicionar 87,5 pL de MEM e 12,5 pL de soro na linha B (diluicdo inicial 1/8 e final 1/16). Cada
amostra de soro deve ser adicionada a uma coluna da placa;

e) Adicionar 50 pL de MEM nas linhas C a H;

f) Distribuir as amostras, controles e retrotitulagdo conforme o QUADRO 1.

g) Homogeneizar as amostras e transferir 50 yL MEM/soro da linha B para C, e assim
sucessivamente até a linha H. Ao final descartar 50 pL.

h) Em caso de a toxidez j& ter sido avaliada, iniciar o ensaio na linha A conforme descrito acima
(Adicionar 87,5 pL de MEM e 12,5 uL de soro);

i) Preparar as colunas referentes aos controles conforme o item 5.1.1.;

i) Retirar um criotubo do SVA do ultrafreezer, o qual ja devera ter sido titulado pelo método de Reed-
Muenchen. Este método ser4d também empregado na titulacdo da diluicdo de trabalho do virus
(retrotitulacéo);

k) Diluir o virus de acordo com o titulo para que no ensaio sejam utilizados aproximadamente 100
TCIDso/50 L (DT- diluic&o de trabalho);

) A partir da diluicdo de trabalho, preparar diluicbes da retrotitulacéo (RT) conforme descrito no item
5.2, e distribuir 50 pL das diluicdes nas colunas indicadas no QUADRO 1,

m) Utilizar uma coluna para o soro controle NAO DETECTADO (CN) e uma coluna para 0 soro
controle DETECTADO (CP). Adicionar o MEM e os soros controle em cada uma das colunas conforme
descrito no item 5.1, item “d”, sem avaliacado da toxidez;

n) Para o controle de células (CC), adicionar 100 L de MEM. Reservar, pelo menos, uma coluna
como controle de células. Nessa coluna ndo deve ser adicionado virus ou soro;

0) Adicionar 50 pL da DT em todos os poc¢os da placa, exceto nos destinados ao controle de toxidez,
controle de células e retrotitulacéao;

p) Incubar as placas em estufa a 37 °C durante uma hora;

g) Distribuir 100 pL de suspenséo celular a 225.000 células/mL em todos os po¢os da placa, inclusive
em todos os controles;

r) Incubar as placas por aproximadamente 48 a 72 horas a 37 °C;

s) Realizar a leitura em microscoépios invertido e registrar os resultados.
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QUADRO 1 - Localizagcdo das amostras, controles e retrotitulacdo na placa

1 2 3 4 5 6| 7| 8 9| 10 11 12| Log| Diluicdo
Al 1 2 3 4] CN|l CP| -1} 2| 3| CC| CC| cc| TX TX
B| 1 2 3 4| CN| CP| -1} -2| -3| CC| CC| CC| 1,2 1/16
C| 1 2 3 4| CN|l CP| -1 2| 3| CC| CC| CC| 15 1/32
D| 1 2 3 4| CN|l CP| -1 2| 3] CC| CC| cc| 18 1/64
E|l 1 2 3 4| CN|l CP| -1} 2| 3] CC| CC| cCc| 21 1/128
F| 1 2 3 4| CN| CP| -1} -2| -3| CC| CC| CC| 24 1/256
G| 1 2 3 4| CN|l CP| -1} 2| -3| CC| CC| CcC| 27 1/512
H| 1 2 3 4| CN|l CP| -1} -2| 3| CC| CC| CcC| 3,0 1/1.028

RT

3.2.5.2. Retrotitulacéo

a) Aretrotitulacdo deve ser feita em uma das placas do ensaio. O QUADRO 1 apresenta o modelo
de distribuigédo das diluicbes obtidas a partir da diluicdo de trabalho;

b)  Preparar trés diluicdes do virus em base 10 a partir da diluicdo de trabalho (DT) realizar
diluicGes em base 10 (10! 102 e 10%);

c) Adicionar 50 yL de MEM em trés colunas de uma microplaca, conforme indicado no QUADRO
1

d) Adicionar 50 pyL de cada uma das diluicées do virus em uma coluna, comeg¢ando pelo virus
mais diluido, de forma que possam ser utilizadas as mesmas ponteiras e 0 mesmo reservatorio para
todas as diluicbes do virus;

e) Ao final do ensaio calcular o titulo pelo método de Reed-Muenchen com base na presenga ou
auséncia de crescimento viral nas colunas inoculadas com as diluicées do virus

3.2.6. Critérios de aceitacdo da Prova

a) O titulo do soro controle DETECTADO deve ser superior a 64 (1,8);
b) O soro controle NAO DETECTADO deve apresentar titulo inferior a 64 (1,8);
c) soros contaminados: soros em que houve presenc¢a de contaminacao bacteriana ou por fungos
deverao ser retestados;
d) A prova estara vélida quando a retrotitulacdo do virus de prova na diluicdo de trabalho
apresentar as doses infectantes dentro da variacdo 10%%°, que corresponde a 31 a 316 TCIDso/50 pL;
e) Quando a retrotitulacdo do virus de prova na diluicdo de trabalho apresentar titulo inferior a
10%% poderéo ser validados os resultados das amostras néo reagentes, e do mesmo, retrotitulagdo com
titulo superior a 102° poderdo ser validados as amostras reagentes;
f) Sera considerada valida a prova em que 0s soros controle se apresentarem dentro do
comportamento esperado:
g) Soro controle REAGENTE, com auséncia de efeito citopatico (ECP) (Fig. 1 A);
h) Soro controle NAO REAGENTE, com presenca de ECP (Fig. 1B);
i) Controle de toxicidade: na presenca de toxicidade as amostras devem ser reanalisadas por ELISA
ou pelo método quantitativo;
j) Controle de células apresentando tapete integro e todos 0s pogos isentos de contaminagdo ou
toxidez;
Se o resultado de um ou mais controles ndo atender aos critérios estabelecidos, os ensaios deverdo
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ser repetidos. Estando em conformidade, avaliar o resultado das amostras

3.2.7. Interpretacédo dos resultados

a) O titulo de um soro € expresso pelo denominador da mais alta diluicho em que houve
neutralizacdo completa dos ECP do virus em 50% dos pogos, no caso do ensaio realizado em duas
colunas, ou no pogo que ndo houve ECP no caso de ensaio realizado com uma coluna. Se houver
neutralizacdo apenas na amostra ndo diluida solicitar nova colheita, pelo menos, oito dias apos a
primeira colheita.

b) Soro controle REAGENTE — amostra em que houve de neutralizacdo viral traduzida pela
auséncia de efeito citopattico (ECP) a partir do titulo 64 (1,8);

c) Soro controle ndo REAGENTE — amostra em que ndo houve de neutralizacdo viral traduzida
pela presenca de efeito citopattico (ECP) no titulo inferior a 64 (1,8);

d) Amostra téxica: A amostra serd considerada toxica quando se observar a auséncia de
multiplicacdo celular, ou destruicdo das células por componentes do soro no poco de controle de
toxidez. Geralmente é caracterizada pela sedimentagdo do cultivo semeado no fundo do pogo. Na
presenca de toxicidade as amostras devem ser reanalisadas por ELISA ou pelo método quantitativo.

e) Amostra contaminada - a amostra serad considerada contaminada quando se observar o
crescimento bacteriano ou fingico no pogo amostra processada

FIGURA 1 — Cultivo de células NCI 1299 sem ECP (1A) e com a presenca de ECP (1B) causado
pelo SVA.

aA) (1B)

Fonte — LFDA-MG Fonte — LFDA-MG

3.2.8. Emissao dos resultados

a) Os resultados deverdo ser emitidos em documento denominado “Relatério de Ensaio” e
expresso como, reagente, ndo reagente. Caso a amostra seja considerada reagente, deve ser descrito
a valor do titulo final, que é expresso como o logaritmo da diluicdo em que houve 100% de
neutralizacao viral (QUADRO 2).
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QUADRO 2. Titulo neutralizante expresso pelareciproca da diluicdo mais alta do soro em que
houve inibicdo da replicacéo viral em 50% dos pocos.

Diluicao Titulo Titulo
Logaritmico

1/16 16 1,2
1/32 32 1,5
1/64 64 1,8
1/128 128 2,1
1/256 256 2,4
1/512 512 2,7
1/1024 1024 3,0
1/2048 2048 >=3,3

3.2.9. Descarte de Amostras e Residuos

a) Antes da realizacdo do descarte de amostras e produtos de ensaio deveréo ser observados 0s
prazos minimos estabelecidos no item 5. Retencéo de Itens de Ensaio

b)  Todo material utilizado na realizacdo do ensaio deve ser imerso em cuba com solucéo de &cido
citrico 0,2%, hipoclorito de sddio 0,5% ou solu¢do para descontaminagdo similar, por no minimo de 1
hora;

c) ApOs este periodo, todo o material utilizado na realizagdo do ensaio deve ser submetido ao
processo de autoclavacado apropriado e validado. A efetividade de esterilizacdo deve estar comprovada
em procedimentos préprios do laboratério;

d) O laboratério deve assegurar a biosseguridade dos residuos gerados e seguir as legislagcbes
ambientais vigentes durante todo processo de descarte.

3.2.10 Retencéao de itens de ensaio

a)  Soro sanguineo

Poderdo ser descartados 60 dias ap0s a emissdo do relatério de ensaio, registrando-se nos
formularios préprios e conferidas antes do descarte.

b) Amostras positivas de qualquer origem devem ser armazenadas de forma permanente,
incluindo todos os registros e documentacdo pertinente, devendo as mesmas serem registradas e
controladas pelo laboratorio responsavel pela analise.
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Identificacdo do Agente
3.3. Isolamento viral
3.3.1. Materiais

a) Luvas para procedimentos;

b)  Pipetas de vidro graduadas ou descartaveis;

c) Provetas graduadas;

d) Beéqueres;

e) Erlenmeyers;

f) Placas de Petri;

g) Frascos de vidro tipo penicilina com tampa;

h)  Tubo de centrifuga;

i) Tubos de ensaio;

)] Ponteiras descartaveis;

k)  Descartador de ponteiras;

)i Reservatorios para solugdes (cubetas);

m) Papel absorvente;

n)  Microplacas para cultivo celular em poliestireno com 24 cavidades de fundo chato;
0) Microplacas para cultivo celular em poliestireno com 96 cavidades de fundo chato;
p) Caneta para identificacdo de vidraria;

q) Cubas para descarte de materiais resistente a autoclavacao;
r Areia estéril;

s)  Filtro para seringa (0,45 pum);

t) Gral e Pistilo;

u) Tesoura cirdrgica e bisturi

v)  Seringa descartavel;

3.3.2. Equipamentos e instrumentos

a) Autoclave;

b) Cabine de seguranca biolégica classe Il A (requisito minimo);
c) Geladeira;

d) Freezer,

e) Estufa com atmosfera de COy;

f) Estufa;

g) Banho seco ou que empregam agua;

h)  Termdmetros;

i) Micropipetas mono e multicanais de volumes regulaveis;
) Pipetador automatico ou manual,

k)  Agitador de tubos;

) Microscépio invertido.

m) Crondmetro

n) Balanga analitica;

o) Centrifuga refrigerada.

3.3.3. Insumos
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a) Suspensdo celular de linhagem sensivel (NCI-H1299);

b) Meio MEM (Meio Essencial Minimo, reconstituido de acordo com o fabricante);
c) Soro fetal bovino (SFB), livre de pestivirus (BVDV) e micoplasma;

d) Solugéo de antibidticos e antifungicos — (anexo 0020);

e) Cepas do SVA;

3.3.4. Solucdes

a) Meio MEM tradado com solucao de antibitticos e antifiingicos;
b)  Acido citrico 0,2 %;
c) Solugdo de antibidticos e antifungicos.

3.3.5. Realizacdo do ensaio
3.3.5.1 Preparo das amostras

a) Escolher os 6rgados encaminhados, que serdo submetidos a prova. Os 6rgaos de elei¢cdo para
este ensaio séo liquidos de vesiculas, epitélio lingual. Utilizar aproximadamente 0,5 cm?®de cada tecido;

b) Remover o excesso de tecido conjuntivo;

c) Recortar e macerar os fragmentos de cada orgdo preparando um pool para cada requisicao,
utilizando gral, pistilo e MEM tratado com solu¢do antimicrobiana até que se forme uma pasta
homogénea. Pode ser utilizada areia estéril como abrasivo se necessario.

d) Completar o volume com MEM resultando em uma suspenséao de aproximadamente 20 % (P/V);

e) Centrifugar a 3000 rpm por 10 minutos;

f) Colher o sobrenadante, filtrar e colocar em frasco devidamente identificado; descartar o
precipitado;

g) Adicionar 100 pL de solug&o antimicrobiana;

h)  Encaminhar 400 pL de inéculo ou de fragmentos do tecido tratado com 1,0 mL de Trizol para
diagnostico molecular.

3.3.5.2. Passagens em células (suspenséo celular)

a) Adicionar 100 uL do inéculo de macerado de tecidos e 50 pL do in6culo de sangue total em um
poco da microplaca de 24 pocos. Caso seja utilizada uma garrafa de 25 cm? utilizar 0,5 mL de inéculo
de macerado de tecidos ou 0,1 mL de sangue total,

b) Acrescentar 1 mL de suspensédo celular com 5 % de soro fetal bovino na concentracdo de
300.000 células/mL;

c) Incubar a microplaca por 48 a 72 horas em estufa de CO».

d) Fazer aleitura e registrar os resultados. Os materiais em que for observada contaminagédo nao
deverdo ser submetidos & segunda passagem.

e) Congelar a microplaca e descongelar;

f) Inocular o material da primeira passagem em microplaca de 96 pocos sendo que para cada
poco da microplaca de 24 poc¢os ou garrafa devera ser utilizada uma coluna da microplaca de 96 pocos;

g) Inocular 10 pL do inéculo nos pocos Al, B1, Cl e D1;

h) Inocular 5 pL do in6culo nos pocos E1, F1, G1 e H1;

i) Adicionar 100 pL de células em todos os poc¢os reservando uma coluna para o controle de
células e uma para o controle de virus;
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)] Para o controle de virus utilizar uma amostra da cepa de SVA;

k)  Realizar a leitura dos cultivos por 72 horas em microscopio 6ptico. Amostras que apresentarem
caracteristicas de efeito citopéatico deverdo ser encaminhadas para a confirmacdo por biologia
molecular.

3.3.6. Critérios de aceitagdo das provas

a) As provas de identificacdo do agente serdo consideradas validas quando os cultivos celulares
sabidamente infectados (controles DETECTADOS) apresentam efeito citopatico caracterizado pelo
destacamento do cultivo celular e formacéo de células sinciciais e auséncias de ECP nos cultivos que
n&o foram infectados (controles NAO DETECTADOS ou de células).

b)  Controle de células apresentando tapete integro e todos 0s pogos isentos de contaminag¢ao ou
toxidez;

c) Se o resultado de um ou mais controles ndo atender aos critérios estabelecidos, os ensaios
deverdo ser repetidos. Estando em conformidade, avaliar o resultado das amostras

d) Na presenca de ECP deverd ser realizada a confirmacé&o do isolamento por método molecular.

3.3.7. Interpretacédo dos resultados
a) DETECTADO - presenca de ECP nos cultivos infectados pelo SVA, Fig. (2A).
b) NAO DETECTADO - auséncia de ECP nos cultivos celulares Fig. (2B).

FIGURA 2 — Cultivo de células NCI-H1299 sem ECP (2A) causado pelo SVA e com a presenga
de ECP (2B).

(2A) (2B)

Fonte — LFDA-MG Fonte — LFDA-MG

3.3.8. Emissao dos resultados

a) Os resultados deverdo ser emitidos em documento denominado “Relatério de Ensaio” e
expresso como, “DETECTADO” ou “NAO DETECTADO” no isolamento viral do SVA.

3.3.9. Descarte de Amostras e Residuos
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a) Antes da realizacdo do descarte de amostras e produtos de ensaio deverdo ser observados os
prazos minimos estabelecidos no item 5. Retencéo de Itens de Ensaio

b)  Todo material utilizado na realizacao do ensaio deve ser imerso em cuba com solucdo de acido
citrico 0,2%, hipoclorito de sddio 0,5% ou solugdo para descontaminagdo similar, por no minimo de 1
hora;

c) ApOs este periodo, todo o material utilizado na realizagdo do ensaio deve ser submetido ao
processo de autoclavacao apropriado e validado. A efetividade de esterilizacdo deve estar comprovada
em procedimentos préprios do laboratorio;

d) O laboratério deve assegurar a biosseguridade dos residuos gerados e seguir as legislacdes
ambientais vigentes durante todo processo de descarte.

3.3.10. Retencdo de itens de ensaio

a) Amostras positivas de qualquer origem devem ser armazenadas de forma permanente,
incluindo todos os registros e documentacdo pertinente, devendo as mesmas serem registradas e
controladas pelo laboratorio responsavel pela analise.

3.4 Técnica de PCR convencional para detec¢cdo do SVA
3.4.1 Materiais

a) Luvas de procedimento nitrilicas ou de latex isentas de po;

b) Microtubos de volumes variados ou microplacas;

c) Microplacas ou microtubos para leitura 6ptica de RT-qPCR;

d) Tampas adesivas para microplacas para leitura éptica de RT-qPCR;
e) Ponteiras com filtro, estéreis, livres de DNAses e RNAses;

f) Estantes para microtubos;

g) Gaze ou papel toalha.

3.4.2 Equipamentos e instrumentos

a) Autoclave;

b) Cabine de seguranca biologica com filtro HEPA classe Il (requisito minimo) ou estacdo de
trabalho para PCR (Workstation PCR) com luz UV germicida;

c) Geladeira;

d) Freezer,

e) Micropipetas mono e multicanais de volumes regulaveis;

f) Termociclador para PCR em tempo real;

g) Centrifuga refrigerada com rotores para microtubos;

h) Agitador de microtubos;

i) Microcomputador;

j) Equipamento para extragdo automatizada de &cidos nucleicos (opcional).

3.4.3 Insumos

a) Agua livre de nucleases;
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b) Oligonucleotideos para RT-qPCR (QUADRO 2);

c) Controle DETECTADO para o virus da SVA (sempre utilizar RNA viral para averiguar eficiéncia
da transcricao reversa);

d) Kitde RT-gPCR;

e) Kit de extracdo de RNA (automética);

f) Trizol (manual);

g) Recomenda-se 0 uso de reagBes de passo Unico (one step) para sintese e amplificacdo de
cDNA no mesmo tubo.

3.4.4 Solucgbes

a) Solucao de alcool 70%;
b) Solugédo descontaminante de DNA e DNAses;

3.4.5. Realizagao do ensaio
3.4.5.1. Extragcdo de RNA

a) A extracdo pode ser realizada de forma automatizada ou manual, através de kits de extragédo
de RNA ou reagentes especificos para o tipo de material a ser analisado, seguindo as
recomendacdes do fabricante;

b) N&o utilizar reagentes apds a data de validade e ndo misturar reagentes de lotes diferentes;

c) Adicionar as seguintes amostras controle a cada procedimento de extracdo: controle NAO
DETECTADO (4gua ou tecido bovino ou suino).

3.4.5.2. Reacdo de amplificacao de acido nucleico (PCR)

a) Realizar o ensaio em duas areas separadas: uma para o preparo do mix de reacao (sala de
pré-PCR), isenta de material genético e amplicons, e outra para a transferéncia de DNA para
placa ou microtubos (sala de PCR);

b) Antes e ap0s o preparo do mix de reagdo, descontaminar a cabine e os materiais a serem
utilizados com solucéo descontaminante (para DNA, RNA, proteinas e nucleases) e/ou alcool
70° INPM;

c) As micropipetas utilizadas para o preparo do mix de reacdo e adicdo das amostras devem ser
exclusivas para tais finalidades.

3.4.5.3. Preparo do mix de reacéo

a) Preparar o mix de reacao de acordo com protocolos validados e especificos para o agente
pesquisado (SVA) em quantidade suficiente para o nUmero de amostras a serem testadas,
considerando algumas a mais;

b) Adicionar o mix de reacdo a cada poc¢o da microplaca (ou microtubos);

c) Devem ser incluidos nas andlises:

I. Controle DETECTADO para SVA,
II. Controle NAO DETECTADO da extracao;
[ll.  Branco (agua livre de nucleases);
IV. Controle DETECTADO e NAO DETECTADO do kit utilizado (se houver).
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3.4.5.4. Reacao de PCR

a) Apds o preparo do mix, adicionar o RNA nos pogos da placa ou em microtubos identificados
com a numeracao da amostra a ser testada,;

b) Realizar a amplificagdo em termociclador certificado, conforme as especificacoes de

temperatura do protocolo utilizado.

3.4.5 Eletroforese

a)
b)

c)
d)

e)

Preparar o gel de agarose em concentracdo adequada ao protocolo de PCR utilizado. Adicionar
um corante para acidos nucleicos em propor¢ao suficiente para visualizacao das bandas;

Para a corrida das amostras, adicionar tampado de carregamento (loading buffer) ao produto de
PCR;

Aplicar marcador de peso molecular em um dos pocos do gel;

Realizar a corrida em cuba de eletroforese, utilizando o tempo e a voltagem adequados para o
volume do gel e o protocolo de PCR utilizado;

Visualizar o gel sob luz ultravioleta, fotografar com o auxilio de um fotodocumentador e analisar o
resultado.

3.4.6 Critérios de aceitacdo da prova

a)

b)

As amostras de controle DETECTADO para SVA devem apresentar bandas de tamanhos
correspondentes aos amplicons do protocolo utilizado;

As amostras de controle NAO DETECTADO (controle NAO DETECTADO da extracéo e branco)
nao devem apresentar bandas de amplificagao.

3.4.7 Interpretagao dos resultados

a)
b)

c)

Comparar os resultados das amostras testadas ao das amostras controle, a fim de classifica-las
como positivas ou negativas;

A leitura das bandas deve ser clara e livre de amplicons inespecificos para o teste ser considerado
satisfatorio;

Qualquer amostra questionavel devera ser retestada

3.4.8 Emissao dos resultados

a) Os resultados deverao ser emitidos em documento denominado “Relatério de Ensaio” e
expressos como “DETECTADO” ou “NAO DETECTADO’;

b) Expressar a quantidade de aliquotas positivas ou negativas dentre o total de aliquotas
analisadas.

3.4.9 Descarte das amostras e Residuos

a) Apo6s um periodo minimo de 90 dias da realizagéo das andlises, as amostras negativas poderéo
ser descartadas, registrando-se nos formularios préprios e conferidas antes do descarte;

b) Os materiais descartados devem ser separados adequadamente entre residuos quimicos e
bioldgicos;

c) O laboratério deve assegurar a biosseguridade dos residuos gerados e seguir as legislacdes
ambientais vigentes para o descatrte.
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3.5. Técnica de RT-gPCR para SVA

3.5.1
a)
b)
c)
d)
e)
f)
9)

Materiais

Luvas de procedimento nitrilica ou de latex isentas de po;
Microtubos de volumes variados ou microplacas;

Microplacas ou microtubos para leitura 6ptica de RT-qPCR,;
Tampas adesivas para microplacas para leitura dptica de RT-gPCR;
Ponteiras com filtro, estéreis, livres de DNAses e RNAses;

Estantes para microtubos;

Gaze ou papel toalha.

3.5.2 Equipamentos e instrumentos

a)
b)

c)
d)
e)
f)
9)
h)
i)
)

Autoclave;

Cabine de seguranca bioldgica com filtro HEPA classe Il (requisito minimo) ou estacao de trabalho
para PCR (Workstation PCR) com luz UV germicida;

Geladeira;

Freezer;

Micropipetas mono e multicanais de volumes regulaveis;

Termociclador para PCR em tempo real;

Centrifuga refrigerada com rotores para microtubos;

Agitador de microtubos;

Microcomputador;

Equipamento para extracdo automatizada de acidos nucleicos (opcional).

3.5.3 Insumos

a)
b)
c)

d)
e)
f)
9)

Agua livre de nucleases;

Oligonucleotideos para RT-gPCR (QUADRO 3);

Controle DETECTADO para SVA (sempre utilizar RNA viral para averiguar eficiéncia da
transcricao reversa);

Kit de RT-gPCR,;

Kit de extracdo de RNA (automatica);

Trizol (manual);

Recomenda-se 0 uso de reac¢des de passo Unico (one step) para sintese e amplificacdo de cDNA
no mesmo tubo.

3.5.4 Solucgbes

a)
b)

Solucéo de alcool 70° INPM;
Solucdo descontaminante de DNA e DNAses;

3.5.5. Realizac&o do ensaio

3.5.5.1. Extragdo de RNA

a)

b)

A extrac@o pode ser realizada de forma automatizada ou manual, através de kits de extragédo de
RNA ou reagentes especificos para o tipo de material a ser analisado, seguindo as
recomendacdes do fabricante;

Na&o utilizar reagentes ap0s a data de validade e ndo misturar reagentes de lotes diferentes;
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c)

Adicionar as seguintes amostras controle a cada procedimento de extracdo: controle NAO
DETECTADO (4gua ou tecido bovino ou suino).

3.5.5.2. Reacdo de amplificacdo de &cido nucleico por RT-qPCR

a)

b)

c)

Realizar o ensaio em duas 4reas separadas: uma para o preparo do mix de reacdo (sala de pré-
PCR) isenta de material genético e amplicons, e outra para a transferéncia de DNA para placa ou
microtubos (sala de PCR);

Antes e apds o preparo do mix de reacdo, descontaminar a cabine e 0s materiais a serem
utilizados com solugédo descontaminante (para DNA, RNA, proteinas e nucleases) e/ou alcool 70°
INPM;

As micropipetas utilizadas para o preparo do mix de reacédo e adicdo das amostras devem ser
exclusivas para tais finalidades.

3.5.5.3. Preparo do mix de reacéo

a)

b)
c)

d)

Preparar o mix de reagdo de acordo com protocolos validados e especificos para o agente
pesquisado (SVA) em quantidade suficiente para o nimero de amostras a serem testadas,
considerando algumas a mais;

Apbs o preparo do mix, adicionar o RNA nos poc¢os da placa ou em microtubos para leitura ptica;
A adicdo de DNA e das amostras controle deve ser realizada em uma area distinta do preparo do
mix (sala de PCR);

Devem ser incluidos nas andlises:

Controle DETECTADO para SVA;

Controle NAO DETECTADO da extragao;

Branco (agua livre de nucleases);

Controle DETECTADO e NAO DETECTADO do kit utilizado (se houver).
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QUADRO 3: Sugestédo de oligonucleotideos para RT-PCR e RT-qPCR para detec¢cao molecular

do SVA
Oligonucleotideo | Tipo de PCR Sequéncia Referéncia
SV-A.3D.464.F tgcctttgactcttcacacg
RT-PCR Laguardia-Nascimento,
SV-A.3D.464.R ataagccrtcrttgttttgg 2016
SV-A.3D.78.F tagattgatgcaccccticg
SV-A.3D.78.R aacaaggccctccatcttg
SV-A3D.78.S RT-qPCR FAM Laguardia-Nascimento,
ccgtaccgagtcacgagtacctgca 2016
-lowaBlack
SV-A.VP1.599. Sequenciame taacaccccgcccaacag Laguardia-Nascimento,
SV-A.VP1.599. nto agggccagggttggtctc 2016

3.5.5.4. Reacdo de RT-gPCR

a)

b)

c)
d)

Selar a placa com adesivo Optico ou fechar a tampa dos microtubos. Verificar se ha bolhas no
fundo do poco e/ou goticulas na parede dos pocos da placa ou tubo. Caso isto ocorra, centrifugar
brevemente para reduzir as bolhas e para que o contelido se posicione na parte inferior da placa
ou tubo;

Iniciar e entrar com os dados no software do termociclador (identificagdo das amostras e sele¢éo
dos fluoréforos), conforme especificacdes do fabricante;

Inserir a placa ou os tubos no termociclador, salvar o arquivo e iniciar a corrida;

Ao finalizar, salvar os dados e interpretar os resultados.

3.5.6. Critérios de aceitagdo da prova

a)

b)

Para a validagéo do ensaio, o controle DETECTADO deve apresentar uma curva sigmoide (em
forma de S) e um Cq satisfatorio;

O controle NAO DETECTADO deve ter Cq indeterminado ou maior que o limite do kit. O grafico
do controle NAO DETECTADO deve apresentar tracos de fluorescéncia na linha de base durante
todo o ensaio. Esses tragos ndo devem apresentar curva sigmoide ou um aumento gradual na
fluorescéncia.

3.5.7 Interpretacdo dos resultados

e)

Ao analisar os resultados da corrida, o operador deve avaliar os seguintes componentes: controle
DETECTADO, controle NAO DETECTADO, controle da extracéo, background de fluorescéncia e
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gréaficos de amplificacdo de cada amostra individualmente. Apds a validacao do ensaio, interpretar
os resultados conforme especificagdes do fabricante;

f) O limiar de Cq a ser considerado DETECTADO deve ser avaliado conforme definido na verificacao
desempenho da técnica ou conforme consta a literatura;

g) Qualguer amostra questionavel devera ser retestada;

h) Amostras positivas devem ser submetidas a sequenciamento para genotipagem viral.

3.5.8 Emissao dos resultados

a) Osresultados deverao ser emitidos em documento denominado “Relatério de Ensaio” e expressos
como “DETECTADO” ou “NAO DETECTADO”;
b) Expressar a quantidade de aliquotas positivas ou negativas dentre o total de aliquotas analisadas.

3.5.9 Descarte das amostras e Residuos

a) Apo6s um periodo minimo de 90 dias da realizagdo das andlises, as amostras negativas poderao
ser descartadas, registrando-se nos formularios proprios e conferidas por dois analistas antes do
descarte;

b) Os materiais descartados devem ser separados adequadamente entre residuos quimicos e
biolbgicos;

c) O laboratorio deve assegurar a biosseguridade dos residuos gerados e seguir as legislacdes
ambientais vigentes para o descatrte.
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Seccgao 2.5

Pequenos Ruminantes
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CAPITULO 2.5.1
SCRAPIE

1. Amostras
Sao consideradas amostras para o diagnéstico de Scrapie:
1.1. Identificagdo do Agente
a) Tronco encefélico incluindo o ébex (+ 3,0 cm rostral e caudal).
b) Cerebelo;
c) Talamo;
d) Ganglios basais;
e) Tecido linforreticular;
f) Terceira Palpebra;
g) Mucosa Retal

* O Tronco encefélico incluindo o 6bex é o material de eleic&o.

*Coletar 5g de tecido.

2. Recebimento das Amostras

2.1. Disposic¢Oes Gerais

2.1.1. Para atendimento aos Programas e Controles Oficiais do MAPA os Laboratdrios credenciados
somente receberdo as amostras previstas na legislagdo em vigor para as finalidades e ensaios
previstos no seu escopo de credenciamento.

2.1.2. Deveréo ser obedecidos os critérios estabelecidos no capitulo de verificagdo de conformidade
de amostras.

2.1.3. As amostras deverao ser encaminhadas ao laboratério, individualmente separadas por matriz,
e obedecendo a critérios de biosseguranca.

3. Técnicas de Diagnéstico
3.1. Disposicdes Gerais

3.1.1. Somente poderdo ser utilizados insumos de diagndstico que tenham registro no MAPA ou
segundo legislacdo em vigor.

3.1.2. Todos os insumos utilizados na analise devem ser controlados, previamente testados e
aprovados.

3.1.3. O laboratério devera realizar os ensaios obedecendo as temperaturas preconizadas pelo
fabricante dos insumos.
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¢) Quando esta informagdo ndo constar na bula o laboratorio devera consultar o fabricante,
mesmo que a indicacdo seja de realizacdo a temperatura ambiente.

d) Quando nao informado pelo fabricante, seréo considerados como temperatura ambiente (TA),
valores de temperatura entre 18 e 26°C.

3.1.4. Antes da utilizagdo dos insumaos, realizar a avaliacdo de todos os parametros referentes aos
lotes e valores de ponto de corte dos critérios interpretacdo dos resultados;

3.1.5. O laboratério deve estabelecer um meio de avaliacdo apropriado para todos os insumos
utilizados nos ensaios;

3.1.6. Devem ser retidos os registros dos controles dos ensaios realizados, devendo ser registrada
data e responsavel de todas as etapas realizadas para cada amostra analisada;

3.1.7. Os resultados encontrados para cada amostra e controles, dados dos insumos utilizados e
outras informacdes pertinentes devem ser registrados em formulérios proprios do laboratério;

3.1.8. Os analistas devem receber treinamento adequado sobre os riscos relacionados a EEB e
Scrapie e os procedimentos de biosseguranga devem ser seguidos;

3.1.9. Preferencialmente, area de trabalho e equipamentos dedicados;

3.1.10. Substituir vidro por plasticos, sempre que possivel.

3.2. Ensaio Imunoenzimatico (ELISA)
3.2.1 Materiais

a) Provetas graduadas;

b) Pipetas graduadas;

c) Ponteiras descartaveis;

d) Placas 96 cavidades;

e) Tubos de disrupgdo de amostra;

f) Descartador de ponteiras;

g) Reservatérios para solucdes (cubetas);

h)  Papel absorvente;

i) Caneta para identificacao;

) Cubas para descarte de materiais resistente a autoclavacao;
k)  Recipientes para descarte de residuo quimico;

)i Coberturas adesivas e coberturas em plastico rigido para placas 96 pocos;

m) Tubos para diluigdo de reagentes;

n) Instrumentos descartaveis para disseccdo de amostra (exemplo: facas plasticas
descartaveis);

0) Material descartavel para pesagem e acondicionamento (exemplo: saco plastico, placa de
Pedtri, prato)

p)  Sacos plasticos para autoclave, resistentes a temperatura superior a 134°C;

g) Caneta permanente ou similar para identificacdo dos tubos;

r Equipamentos de protec¢éo, tais como: calca, jaleco, luvas de nitrila, sapatos e 6culos de
protecao.

3.2.2 Equipamentos e Instrumentos

a) Cabine de Seguranca Biologica (CSB) II;

b) Balanga;

c)  Micropipetas mono e multicanais;

d) Homogeneizador de amostras;

e) Leitora de ELISA - placas para 96 cavidades
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f) Computador;

g) Lavadora de microplacas (opcional);
h)  Agitador de placas tipo thermoshaker;
i) Freezer/Ultrafreezer;

i) Refrigerador;

k)  Timer de contagem regressiva,

1 Termbdmetros.

3.2.3 Insumos

a) Kitde ELISA para deteccao de proteina pribnica PrPsc em tecido sistema nervoso de ruminante

3.2.4 Solucdes

a) No preparo das solucdes devem ser utilizados somente os reagentes fornecidos pelo fabricante,
ou aqueles por ele indicados;

b) Conjugados, substratos e solugdo de parada deverdo ser utlizados obedecendo-se as
condicdes do fabricante;

c¢) No preparo da solucéo de lavagem deve-se assegurar que nao existem cristais precipitados na
solucdo concentrada;

d) Diluir as solugdes utilizando agua ultrapura ou destilada conforme instrugdes do fabricante e
homogeneizar bem.

3.2.5 Realizac&o do ensaio
3.2.5.1 Preparo das amostras

a) Realizar a preparacdo da amostra em Cabine de Seguranca Bioldgica;

b)  Tecido nervoso: Bulbo na altura do 6bex (FIGURAS 1 a 3);

c) A amostra de eleigdo para o ELISA é o 6bex (FIGURA 1), sendo no maximo 1,5 cm rostral ao
mesmo;

d) Posicionar o tronco encefalico com a seccdo em forma de V para cima;

e) Retirar uma porcdo da hemissec¢do do Obex, na faixa de peso 0,25 a 0,35g com facas
descartaveis (FIGURA 2);

f) Colocar no tubo de disrupcéo;

g) Uma hemisseccédo e o restante de amostra permanece continua disponivel para os testes de

confirmagao, conservada sob congelamento;
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FIGURA 1: Localizagao do ébex. FIGURA 2: Hemissecgao do 6bex

Fonte: LFDA/PE

Fonte: LFDA/PE

FIGURA 3: Corte transversal do 6bex indica as principais localizagbes do prion: 1- tracto solitario, 2- ncleo
do nervo trigémeo, 3- nlcleo motor dorsal do vago

Fonte: OIE - Terrestrial Manual 2021

h)  Dispor no homogeneizador os tubos de homogeneizag¢éo contendo as amostras. Homogeneizar
conforme orientacédo do fabricante do kit.

)] Caso o fabricante determine procedimentos diferentes dos estipulados nos itens anteriores,
estas novas determinacdes devem ser adotadas.

3.2.5.2 Realizacédo do Ensaio
a) Para realizacdo dos ensaios de ELISA devem ser consideradas as orientagdes do fabricante

do kit de diagndstico utilizado. Atentar para ocorréncia de atualizacao na bula do kit, principalmente
em mudangas de lote;
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b) A ordem de execucdo das etapas do ensaio, duracdo, volumes utilizados e temperatura de
incubacéo variam de acordo com fabricante do kit utilizado;

c) Homogeneizar gentiimente todos reagentes e amostras antes do uso;

d) Nas etapas de incubacgédo, as placas devem ser seladas para se evitar evaporacéo;

e) As placas devem ser lavadas com a solugéo indicada pelo kit. Apés a ultima lavagem remover
residuos em um material absorvente (exemplo: papel toalha). Deixar as placas secas o0 minimo de
tempo possivel, ndo excedendo 5 minutos entre os passos de lavagem e adi¢cdo de reagentes;

f) Decorridas todas as etapas do teste, realizar a leitura da absorbancia na leitora de ELISA
utilizando filtro com comprimento de onda indicado nas instru¢des do fabricante do kit.

3.2.6. Critérios de aceitacdo do ensaio

O resultado do ensaio sera considerado valido somente se as DOs dos controles estiverem dentro
dos limites aceitaveis e determinados pelo fabricante. Caso contréario, o ensaio deve ser repetido.

3.2.7 Interpretacédo dos resultados

a) Ainterpretacdo dos resultados se baseia na absorbancia da amostra;

b)  Amostras cujas DO sao inferiores ao valor de “cutoff’ sdo consideradas negativas;

c) Amostras cujas DO sdo iguais ou superiores ao valor de “cutoff’, sdo consideradas como
inicialmente reativas para PrPsc e sdo novamente testadas conforme recomendacéo do fabricante do
kit;

d) Se as repeticoes forem inferiores ao “cutoff’, a amostra é considerada negativa. Se um dos
valores repetidos for igual ou superior ao valor do “cutoff”’, a amostra é considerada reativa e é realizado
0 ensaio confirmatorio.

e) Toda amostra reativa em teste rapido deve ser direcionada para teste confirmatério.

3.2.8 Emissao dos resultados

Os resultados deverao ser emitidos em documento denominado “Relatério de Ensaio” e expresso como
“DETECTADO” e “NAO DETECTADO” ou de acordo com o preconizado pelo fabricante do insumo (kit
de diagnéstico);

3.2.9 Descarte das amostras e residuos

a) Antes da realizagdo do descarte de amostras e suas aliquotas deverdo ser observados os
prazos minimos estabelecidos no item 4. Retencéo de Itens de Ensaio;

b)  Os residuos séo separados antes do descarte e destinados conforme legislacdo ambiental,

c) Todo o material biolégico utilizado na realizacdo do ensaio deve ser submetido ao
processamento em autoclave por no minimo 134°C por 18 minutos e encaminhado para incineracéo,
conforme legislacdo ambiental. O monitoramento da esterilizagdo deve estar comprovado em
procedimentos préprios do laboratério.

3.3. Ensaio Imuno-histoquimico ELISA

3.3.1 Materiais

a) Cuba de vidro com tampa compativel com o berco para amostras a serem coradas;
b) Papel absorvente;
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c) Estantes para desparafinizacdo de laminas;

d) Tubo de ensaio para diluicdo do anticorpo;

e) Papel de filtro qualitativo;

f) Funil,

g) Ponteiras compativeis com as micropipetas utilizadas;

h) Descartador de ponteiras;

i) Papel Aluminio;

j) Pissetas, preferencialmente graduadas;

k) Provetas graduadas;

I) Sacos para residuo infectante;

m) Sacos plasticos para autoclave, resistentes a temperatura igual ou superior a 134°C;

n) Lamina polarizada dimensdes 75 mm x 25 mm com borda pintada curta maxima 19 mm x 25mm,
compativel com uso em Shandon/Sequenza: semelhante a Super Frost Ultra Plus;

0) Laminulas de vidro;

p) Suporte de lamina Shandon/Sequenza;

q) Berco autoclavavel, usado como suporte para coloracéo de laminas;

r) Cuba para imerséo de laminas resistente a autoclave 121°C a 123°C/25 minutos.

3.3.2 Equipamentos e Instrumentos

a) Processador de tecidos para histologia;
b) Micr6tomo;

c) CSB Classe ll B 2;

d) Estufa de Incubacéo Bacterioldgica;

e) Agitador de tubos, tipo vortex;

f) Micropipetas Monocanais;

g) Pipetador automatico;

h) Autoclave programavel gue realize inclusive ciclo de 134°C por no minimo 18 minutos;
i)  Microscoépio 6ptico;

i) Timer de contagem regressiva;

k) Refrigerador;

) Termdmetros.

3.3.3 Insumos

a) Agua deionizada;

b)  Xilol grau histolégico P.A./ACS;

c) Alcool etilico absoluto P.A.;

d) Perédxido de Hidrogénio a 30% P.A;

e) Acido Férmico 98-99%, P.A;

f) Solucao Target Retrieval (Dako K8005 50X - Target Retrieval solution, pH baixo);

g) Anticorpo Monoclonal F99/97.6.1 (VMRD);

h)  Soro caprino normal;

i) EnVision™+ Dual Link System-HRP (Dako K 4061) — kit de deteccéao;

) DAB Liquido 3,3'-diaminobenzidina tetrahidrocloreto (Dako 3468);

k)  Hematoxilina de Harrys;

) Hidroxido de Amoénio em Solug¢do Aquosa (NH40H, PM 35,05 g/mol, concentracéo 28 % - 30
%, aproximadamentel5N);

m)  Meio de montagem ndo aquoso (ex. Entellan);

n) TRIS Base (hydroxymethyl) aminomethane (NH.C(CH.OH)s;, PM 121,14 g/mol);

0) Acido Cloridrico Concentrado (HCI, PA, 36,5%, PM 36,46 g/mol);

p) Cloreto de sodio (NaCl, PM 58,44 g/mol);

g) Tween 20 (Monooleato Polioxietileno Sorbitano).
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3.3.4 Solugdes

a)  Solucdo de Alcool etilico 95%;

b)  Solucdo de Alcool etilico 80%;

c)  Solugdo Tris Tween 20 (50MM TRIS-HCL, 300 MM NACL, 0,1% TWEEN 20, pH7.6);
d) Solugéo Tris HCI 0,1 mol/L, pH 7.6;

e) Solucdo Aquosa de Ambnia 37 mM,;

f) Solucao de Peroxido de Hidrogénio a 3% em agua;

g) Solucdo de Recuperacéo (Target Retrieval) diluida 1:50 em agua,;

h)  Solucéo de 5% de soro caprino em Tris Tween 20;

i) Anticorpo 1:18.000 em solucao Tris Tween 20;

i) Solucéo de DAB diluido conforme fabricante.

3.3.5 Realizacdo do ensaio

3.3.5.1 Preparo dos reagentes/solucdes

a) Quando néo determinado pelo protocolo, diluir a solug@es utilizando agua ultrapura destilada e
homogeneizar bem;

b) A bateria de reagentes da fase pré-kit € composta por cubas de vidro com tampas e
identificacdes dos reagentes: xilol (cubas 1 e 2); alcool etilico absoluto (cubas 1 e 2); &lcool 95% (cubas
1 e 2); &lcool 80% (cubas 1 e 2);

c) Asolucdo de Acido Férmico pode ser mantida em cuba e reutilizada em até cinco vezes;

d) Preparar no momento ou proximo ao uso as solucdes: Perdxido de Hidrogénio 3%,
Recuperacao Antigénica, Anticorpo diluido e Cromoégeno DAB,;

e) Filtrar a hematoxilina em papel de filtro qualitativo no dia do uso;

f) Nao permitir que as laminas sequem em nenhuma das etapas da imuno-histoquimica.

3.3.5.2 Preparo das amostras

a) Realizar a preparagdo da amostra em Cabine de Seguranca Bioldgica;

b) Amostra de eleicdo a ser testada: constituida por fragmento de bulbo, préximo ao 6bex
devidamente fixado em formol a 10% tamponado;

c) Incluir fragmento de cerebelo, tdlamo, ganglios basais e tecido linforreticular, quando
disponivel;

d) Etapas iniciais do processamento: as fases pré-analiticas sédo de técnicas comuns histoldgicas:
Fixacdo; Clivagem; Processamento Histoldgico; Inclusdo em Parafina e Microtomia.

3.3.5.3 Desparafinizagéo

a) Realizar preferencialmente no mesmo dia do ensaio;
b) Incubar a 54 °C a 62 °C por aproximadamente uma hora;
c) Retirar e deixar em temperatura ambiente até secar por no minimo 30 minutos.

3.3.5.4 Técnica de Imuno-histoquimica

a) Todas as etapas sdo executadas a 21°C a 25°C, exceto quando indicado. As
solugBes/reagentes de coloracéo sdo usadas na temperatura ambiente (TA);

b)  Colocar as laminas no berco de coloragéo;

c) ApOs imergir o berco em cada reagente/solucao, escorrer em papel toalha, antes de imergir
na préxima cuba.
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3.3.5.4.1 Desparafinizacdo/Reidratacdo dos Tecidos

a) Imergir em Xilol e incubar por 4 minutos. Duas vezes;

b) Imergir em Alcool Etilico Absoluto e incubar por 2 minutos. Duas vezes;
c) Imergir em Alcool Etilico a 95% e incubar por 2 minutos. Duas vezes;
d) Imergir em Alcool Etilico a 80 % e incubar por 2 minutos. Duas vezes;
e) Imergir em &gua deionizada por dez vezes.

3.3.5.4.2 Bloqueio da Peroxidase Enddgena

a) Imergir em Solucao de Peréxido de Hidrogénio a 3% em &gua, recém preparada, incubar por 10
minutos;

b) Imergir em &gua deionizada por dez vezes. As laminas podem permanecer na agua por algumas
horas, se necessario.

3.3.5.4.3 Ativacdo do Antigeno

a)  Imergir em Acido Formico 98-99%, incubar por 5 minutos;

b) Imergir em agua deionizada por dez vezes;

c¢) Imergir em Solucéo Tris HCI 0,1M pH 7,6 por 3 trocas (3 minutos, 2 minutos e 2 minutos);

d) Transferir o suporte com as laminas para um recipiente resistente ao calor, contendo a Solugéo
de Recuperacao (Target Retrieval) previamente diluida 1:50, envolver em papel aluminio e processar
em autoclave a 121°C a 123°C por 25 minutos;

e) Resfriar;

f) Manter as laminas em Solugdo Tris Tween 20 até a montagem em Sistema Shandon-
Sequenza;

g) Montar as laminas no Sistema Shandon-Sequenza (FIGURAS 4 a 9). Pipetar 100 puL de Solugéo
Tris Tween 20 e incubar por 5 minutos.
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3.3.5.4.4 Montagem no Sistema Shandon-Sequenza

FIGURA 6: Clip do Sistema Shandon- FIGURA 7: Encaixe da Lamina no Clip
Sistema Shandon-Sequenza

Fonte: LFDA-PE
Fonte: LFDA-PE

FIGURA 8: Lamina montada no Clip FIGURA 9: Lamina com reagente, montada no
Sistema Shandon-Sequenza Sistema Shandon-Seaquenza. Fonte: LFDA-PE

Fonte: LFDA-PE
Fonte: LFDA-PE

3.3.5.4.5 Imunocoloracao

a) Pipetar 100 L de solucdo de 5 % de soro caprino em Tween 20 e incubar por 15 minutos;

b) Pipetar 100 pL de solucdo de anticorpo diluido 1:18000, incubar TA por uma hora ou incubar a
4°C a 8°C overnight;

¢) Adicionar Solucdo Tris Tween 20 com pisseta e incubar por 5 minutos, duas vezes;

d) Pipetar 100 pL do kit de deteccao (Envision) e incubar por 30 minutos;

e) Adicionar Solucdo Tris Tween 20 com pisseta e incubar por 5 minutos, duas vezes;

f) Adicionar 4gua deionizada com pisseta e incubar por 2 minutos, duas vezes;
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g) Pipetar 100 pL de cromégeno DAB incubar de 5 a 30 minutos (média 10 minutos). Opcionalmente
monitorar, microscopicamente, o tempo de incubacao até que a intensidade de coloragéo desejada
seja obtida;

h) Adicionar 4gua deionizada com pisseta e incubar por 2 minutos, duas vezes;

i) Retirar as laminas do Sistema Shandon-Sequenza, colocar no berco;

j) Imergir (1 banho) em Solugéo de Hematoxilina de Harrys;

k) Imergir em 4gua destilada, deionizada ou potavel, por no minimo 4 vezes;

[) Imergir em Solucéo de Aménia 37mM por até 10 vezes, ou até que seja perceptivel a mudancga da
coloracgéo do corte histologico para azul;

m) Imergir em &gua deionizada e incubar por 2 a 5 minutos;

n) Imergir em Alcool Etilico a 80 % e incubar por 2 minutos. Duas vezes;
0) Imergir em Alcool Etilico a 95% e incubar por 2 minutos. Duas vezes;
p) Imergir em Alcool Etilico Absoluto e incubar por 2 minutos. Duas vezes;
q) Imergir em Xilol e incubar por 4 minutos. Duas vezes;

r Manter no Xilol durante a montagem das laminas em Entellan.

3.3.5.4.6 Montagem das laminas

a) Dispor a lamina horizontalmente com o corte voltado para cima, pingar duas gotas de meio de
montagem n&o aquoso sobre o corte histolégico. Ajustar a quantidade de gotas conforme o tamanho
do corte;

b) Colocar a laminula encostando-a no meio de montagem numa angulacdo aproximada de 45°
(FIGURA 10), soltando-a lentamente em dire¢@o ao corte para que ndo haja formacgéo de bolhas. Esta
etapa pode ser feita de forma contraria, posicionando a lamina em cima da laminula (FIGURA 11),
conforme preferéncia do executor.

FIGURA 10 Montagem da lamina FIGURA 11 Montagem da lamina

Fonte LFDA-PE Fonte LFDA-PE

3.3.5.5 Critérios de aceitacao

a) Para cada rodada sao usados controles positivos e negativos, distribuidos preferencialmente
no inicio e final da rodada. A rodada de provas é considerada vélida quando os controles funcionam
adequadamente;

b)  Quando os controles ndo funcionarem adequadamente, repetir a prova.
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3.3.6 Interpretacédo dos resultados

a) Realizar a leitura em microscopio 6ptico. S8o observadas as reagbes caracteristicas em
marrom nos cortes positivos (FIGURAS 12 e 13) e a coloracédo totalmente azul nos cortes negativos
(FIGURAS 14 e 15).

FIGURA 13: presenca de
FIGURA 12: presenca de imunomarcacdo em aumento de 400
imunomarcacdo em aumento de 400

Fonte: LFDA-PE Fonte: LFDA-PE

FIGURA 15: auséncia de imunomarg¢ac¢ao em
aumento de 100 vezes

FIGURA 14: auséncia de
imunomargacdo em aumento de 400

Fonte: LFDA-PE Fonte: LFDA-PE
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3.3.6.1 Amostra de Tecido Nervoso

a) Positivo: quando precipitado marrom caracteristico (FIGURAS 12 e 13) é observado nos
neurdnios e/ou demais células nervosas que compdem o 6bex ou segmento do SNC mais préximo (na
auséncia do 0bex). Os tipos de imunomarcacdes descritas na IHQ para as Encefalopatias
Espongiformes Transmissiveis sdo as citadas abaixo:

I.  Imunomarcacdo particulada no neurdpilo da substancia cinzenta (dendritos) € a principal forma
de imunomarcacéo especifica para a doencga. As areas mais comumente afetadas na EEB séo
o tratoespinhal do nudcleo trigémio, o nlcleo e o trato solitario, e o nucleo dorsal do vago;

Il.  Concentrado granular ou particulado margeando neurénios e seus prolongamentos;

[ll.  Imunomarcacao granular fina ou particulada intraneuronal nos nucleos alvo;

IV. Depdsitos lineares de proteina pridnica associados com dendritos;

V. Imunomarcacdo estrelar (reticular) multifocal, provavelmente associada as células da glia;

VI.  Imunomarcacdo fibrilar, granular ou particulada ao redor de vasos sanguineos e epéndima;
VIl.  Intensa imunomarcacao em forma de “placas”. Comumente observadas na Doenga Crénica

Depauperante dos cervideos, menos comum no Scrapie e rara na EEB.

b) Negativo: quando ndo h& precipitado marrom granular caracteristico, estando o corte
histol6gico totalmente corado em azul (FIGURAS 14 e 15).

c) Inconclusivo: quando hd imunomarcacao inespecifica;

d) Imprépria: amostra sem condi¢cfes para analise apés repeticdes.

3.3.7 Emissao dos resultados

a) Os resultados deverao ser emitidos em documento denominado “Relatério de Ensaio” e

LT

expresso como “Positivo”, “Negativo”; “Inconclusivo” ou “Imprépria”.

3.3.8 Descarte das amostras e residuos

a) Antes da realizacdo do descarte de amostras e suas aliquotas, deverdo ser observados os
prazos minimos estabelecidos no item 4. Retencéo de Itens de Ensaio;

b) Os materiais descartados devem ser separados adequadamente entre residuos quimicos e
bioldgicos;

c) Todo o material biolégico utilizado na realizacdo do ensaio deve ser submetido ao processo de
“esterilizagdo” em autoclave por no minimo 134°C por 18 minutos e encaminhado para incineragéo,
conforme legislacdo ambiental. O monitoramento da esterilizagdo deve estar comprovado em
procedimentos préprios do laboratério;

d) O residuo quimico (reagentes e/ou amostras fixadas em formol) deve ser identificado e
encaminhado para incineragdo, conforme legislagao ambiental;

e) O laboratério deve assegurar a biosseguranca dos residuos gerados, e seguir as legislacdes
ambientais vigentes durante todo o processo do descarte.

4. Retencéo de itens de ensaio

a) As amostras negativas sao retidas e descartadas apés no minimo 30 dias do envio do resultado.

b) Amostras positivas de qualquer origem devem ser armazenadas de forma permanente incluindo
todos os registros e documentacao pertinente, devendo elas serem registradas e controladas pelo
laboratorio responsavel pela analise.
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CAPITULO 2.6.1
FEBRE AFTOSA - FA

1. Amostras
S&o consideradas amostras para o diagnéstico da Febre Aftosa:
1.1. Deteccéo da Resposta Imune

a)  Soro sanguineo

1.2. Identificacao do Agente

a) Epitélio;

b) Liquido de vesiculas;

c) Liquido esofagico faringeo (LEF);
d) Suabe de vesiculas rompidas

2. Recebimento das Amostras

2.1. Disposic¢des Gerais

2.1.1. Para atendimento aos Programas e Controle Oficiais do MAPA os Laboratorios credenciados
somente receberdo as amostras previstas na legislagdo em vigor para as finalidades e ensaios
previstos no seu escopo de credenciamento.

2.1.2. Deveréo ser obedecidos os critérios estabelecidos no capitulo de verificagdo de conformidade
de amostras.

2.1.3. As amostras deverdo ser encaminhadas ao laboratério, individualmente separadas por matriz,
e obedecendo a critérios de biosseguranca.

3. Técnicas de Diagnostico

3.1. Disposigdes Gerais

3.1.1. Somente poderdo ser utilizados insumos de diagndstico que tenham registro no MAPA,
segundo legislacdo em vigor;

3.1.2 Todos os insumos utilizados na andlise devem ser controlados e previamente testados e
aprovados;

3.1.3. O laboratério devera realizar os ensaios obedecendo as temperaturas preconizadas pelo
fabricante dos insumos

a) Quando esta informacdo ndo constar na bula o laboratério devera consultar o fabricante,
mesmo que a indicacdo seja de realizacdo a temperatura ambiente

b) Quando néo informado pelo fabricante, serdo considerados como temperatura ambiente,
valores de temperatura entre 18 a 25°C.

3.1.4 Antes da utilizacdo dos insumos, realizar a avaliacdo de todos os parametros referentes aos
lotes e valores de ponto de corte dos critérios interpretacdo dos resultados;

3.1.5 O laboratorio deve estabelecer um meio de avaliacdo apropriado para todos os insumos
utilizados nos ensaios;
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3.1.6. Devem ser retidos os registros dos controles dos ensaios realizados, devendo ser registrada
data e responsavel de todas as etapas realizadas para cada amostra analisada;

3.1.7. Os resultados encontrados para cada amostra e controles, dados dos insumos utilizados e
outras informacdes pertinentes devem ser registrados em formulérios proprios do laboratdrio.

Deteccédo da Resposta Imune

3.2. ELISA para proteinas néo estruturais ELISA 3ABC
3.2.1. Materiais

a) Luvas para procedimentos;

b)  Pipetas de vidro graduadas ou descartaveis;
c) Provetas graduadas;

d) Beéqueres;

e) Erlenmeyers;

f) Ponteiras descartaveis;

g) Descartador de ponteiras;

h)  Reservatorios para solu¢des (cubetas);

i) Papel absorvente;

)] Caneta para identificagcdo de vidraria;

k)  Cubas para descarte de materiais resistente a autoclavacao;

3.2.2. Equipamentos e instrumentos

a) Autoclave;

b) Geladeira;

c) Estufa;

d) Termobmetros

e) Micropipetas monocanal e multicanal de volumes regulaveis;
f) Pipetador automatico ou manual;

g) Leitora de ELISA;

h)  Crondbmetros;

i) Agitador de tubos tipo vértex (opcional);
) Agitador de microplacas (opcional);

k)  Lavadora de microplacas (opcional).

3.2.3. Insumos

a) Kits de ELISA para a deteccdo de anticorpos para proteinas ndo estruturais do virus da Febre
Aftosa.

3.2.4. Solucgbes

a) No preparo das solugdes deve ser utilizado somente os reagentes fornecidos pelo fabricante,
ou aqgueles por ele indicados.

b) Conjugados, substratos e solucdo de parada deverdo ser utilizados obedecendo-se as
condicdes do fabricante;

c) No preparo da solucdo de lavagem deve-se assegurar que nao existem cristais precipitados na
solucéo;
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d) Diluir a solucbes utilizando agua ultrapura ou destilada conforme instru¢cdes do fabricante e
homogeneizar bem.

3.2.5. Realizacdo do ensaio

a) Para realizacdo dos ensaios de ELISA devem ser consideradas as orientacbes do fabricante
do kit de diagnostico utilizado. Atentar para ocorréncia de atualiza¢éo na bula do kit, principalmente
em mudancas de lote;

b) A ordem de execucdo das etapas do ensaio, duracdo, volumes utilizados e temperatura de
incubacéo variam de acordo com fabricante do kit utilizado;

c) Homogeneizar gentiimente todos reagentes e amostras antes do uso;

d)  Utilizar ponteiras distintas para cada controle e amostra de soro;

e) Homogeneizar as placas tocando-as na lateral ou utilizando um agitador de placas;

f) Nas etapas de incubagéo, as placas devem ser seladas para se evitar evaporacao;

g) As placas devem ser lavadas com a solucgéo indicada pelo kit. Apés a ultima lavagem remover
residuos em um material absorvente (papel toalha ou toalha). Deixar as placas secas o minimo de
tempo possivel entre a lavagem e adicdo do proximo reagente;

h)  Decorridas todas as etapas do teste, realizar a leitura da absorbancia na leitora de ELISA
utilizando filtro com comprimento de onda indicado nas instru¢fes do fabricante.

3.2.6. Critérios de aceitagdo do Ensaio

a) O resultado do ensaio sera considerado valido somente se as DOs dos soros controles
estiverem dentro dos limites aceitaveis e determinados pelo fabricante. Caso contrario, o ensaio deve
ser repetido.

3.2.7. Interpretacédo dos resultados

a) De acordo com as DOs obtidas considera-se as amostras como reagentes e nao reagentes;

b)  Nocaso de uso de kits em gue as amostras com DO entre os dois pontos de corte estabelecidos
séo consideradas inconclusivas, essas amostras deverdo ser novamente ensaiadas. Se no reensaio o
inconclusivo persistir, as amostras de bovinos e bubalinos devem ser submetidas ao ensaio de EITB -
Ensaio Imunoenzimético de Eletrotransferéncia.

c)  Amostras reagentes de rebanhos vacinados de bovinos e bubalinos devem ser submetidos ao
ensaio de EITB.

d) Amostras reagentes de outras espécies ou de rebanhos de bovinos e bubalinos ndo vacinados
devem ser encaminhadas ao LFDA-MG para ensaio de Virusneutralizag&o.

3.2.8. Emissao dos resultados

a) Os resultados deverao ser emitidos em documento denominado “Relatério de Ensaio” e
expresso como, reagente, ndo reagente, ou de acordo com o preconizado com o fabricante do insumo
(kit de diagnéstico).

3.2.9. Descarte de Amostras e Residuos

303



a) Antes da realizacdo do descarte de amostras e produtos de ensaio deverdo ser observados os
prazos minimos estabelecidos no item 3.2.10. Retencéo de Itens de Ensaio

b)  Todo material utilizado na realizacdo do ensaio deve ser imerso em cuba com solucdo de acido
citrico 0,2%, hipoclorito de sddio 0,5% ou solugdo para descontaminagdo similar, por no minimo de 1
hora;

c) ApOs este periodo, todo o material utilizado na realizagdo do ensaio deve ser submetido ao
processo de autoclavacao apropriado e validado. A efetividade de esterilizacdo deve estar comprovada
em procedimentos préprios do laboratorio;

d) O laboratério deve assegurar a biosseguridade dos residuos gerados e seguir as legislacdes
ambientais vigentes durante todo processo de descarte.

3.2.10. Retencéo de itens de ensaio

a)  Soro sanguineo
Poderdo ser descartados 60 dias apés a emissdo do relatério de ensaio, registrando-se nos
formularios préprios e conferidos antes do descarte.

3.3. ELISA de competicdo em fase liquida (CFL) para detecgéo de anticorpos contra o virus da
Febre Aftosa (teste de triagem)

3.3.1. Materiais

a) Luvas para procedimentos;

b) Pipetas de vidro graduadas ou descartaveis;
c) Provetas graduadas;

d) Béqueres;

e) Erlenmeyers;

f) Ponteiras descartaveis;

g) Descartador de ponteiras;

h)  Reservatorios para solucdes (cubetas);

i) Papel absorvente;

) Caneta para identificacéo de vidraria;

k)  Cubas para descarte de materiais resistente a autoclavacao;
)i Microplacas de fundo em “U”;

m)  Microplacas NUNC MaxSorb, ou similar.

3.3.2. Equipamentos e instrumentos

a) Autoclave;

b) Geladeira;

c) Estufa;

d) Micropipetas monocanal e multicanal de volumes regulaveis;
e) Pipetador automético ou manual;

f) Leitora de ELISA;

g) Cronbmetros;

h)  Agitador de tubos tipo vortex (opcional);

i) Agitador de microplacas;
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)] Lavadora de microplacas (opcional).
3.3.3. Insumos

a) Set de ensaio de ELISA de competicao em fase liquida (CFL) para a detec¢do de anticorpos
contra a proteinas estruturais do virus da Febre Aftosa (VFA), produzidos pelo Centro Panamericano
de Febre Aftosa contendo soros captura, detector, controle negativo, fraco positivo e forte positivo,
soros bloqueadores de bovino e coelho e antigeno;

b) IgG de cabra anti-lgG de cobaio conjugado com peroxidase (Sigma n° catalogo A7289);

c) Pastilhas de OPD (ortofenildiamina) de 2 ou 10mg;

d) Albumina Bovina Grau ll;

e) Albumina Bovina Grau V;

f) Fosfato de sodio;

g) Acido citrico;

h)  Carbonato de sédio grau P.A.;

i) Bicarbonato de sédio grau P.A;

)] Perdxido de hidrogénio a 30%;

k)  Tween 20 (Sigma cat. N° P-1379);

3.3.4. Solucgbes

a) No preparo das solugdes deve ser utilizado somente os reagentes fornecidos pelo fabricante, ou
aqgueles por ele indicados.

b) Conjugados, substratos e solucéo de parada deverao ser utilizados obedecendo-se as condi¢des
do fabricante;

c) No preparo da solucéo de lavagem deve-se assegurar que ndo existem cristais precipitados na
solucéo;

d) PBST (Tampéao salina fosfatada pH 7,4 com 1% de ovoalbumina Grau Il e 0,05% de Tween 20)

e) Tampéao PBST (anexo 010);

f) Solugéo salina fisiologica 0,85% pH 7,2 — 7,4;

g) Tampao carbonato-bicarbonato pH 9,6;

h) Perdxido de hidrogénio a 30%;

i) Solucéo de acido sulfarico 1,5 mol/L.

3.3.5. Realizacdo do ensaio
3.3.5.1. Sensibilizacdo das placas com anticorpos captura — microplacas NUNC MaxSorb

a) Identificar as placas em ordem sequencial.

b) Descongelar os soros captura a temperatura ambiente.

c) Preparar as diluicbes de uso de cada soro captura em tampdao carbonato-bicarbonato, conforme
recomendacdes do fabricante. Homogeneizar em agitador magnético.

d) Colocar em cada poco da placa 100 uL de soro de captura diluido em tampéo carbonato,
distribuido como indicado a seguir;

e) Empilhar as placas em grupos de 10, no maximo, e selar a placa superior.

f) Incubar por 16 a 20 horas entre 4 °C e 8 °C.

g) Retirar da geladeira e manté-las a temperatura ambiente por 1h.
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h)  Descartar o contetudo das placas e lava-las uma vez com 200 pL de solucéo salina fisioldgica
por pogo.

i) Descartar o contetdo das placas e baté-las sobre papel absorvente ou toalha.

)] Adicionar 100 pL por poco de PBS com 1% de ovoalbumina Grau V.

k)  Incubar por 1h a temperatura ambiente.

1 Descartar o contetdo das placas e lava-las uma vez com 200 yL de solucédo salina fisioldgica
por pogo.

m) Descartar o contetdo das placas e baté-las sobre papel ou toalha absorvente.

n) As placas podem ser utilizadas imediatamente ou podem ser armazenadas. Para isto, cobri-las
com filme plastico e armazena-las a — 20°C em posi¢éo invertida.

3.3.5.2 Preparo do tampéo bloqueador (PBSTB)

a) Descongelar o PBST a temperatura ambiente;
b)  Adicionar 2 mL de soro de coelho e 2 mL de soro de bovino para 100 mL do tampéao PBST e
homogeneizar antes do uso.

3.3.5.3. Dilui¢cGes dos soros testes - fase liquida em microplacas fundo “U”
3.3.5.3.1. Sorotipos “0”, “A” e “C” — Triagem

a) Em uma placa auxiliar preparar a diluicdo dos soros:

b)  Numerar as microplacas de fundo em U em ordem sequencial. A diluicdo final dos soros sera
de 1:126 (titulo 2,1);

c) Adicionar 248 L da solugdo PBSTB em todos os pocos da placa, com excegdo dos pocos das
colunas 5, 6, 11 e 12 (linhas D a H);

d) Adicionar 4 pL dos soros de A até H (soro 1: Al, soro 2: B1, e assim sucessivamente até linha
H, com excec¢éo dos pogos D a H das colunas 5, 6, 11 e 12;

e) Homogeneizar o conteudo da coluna 1 da placa de pré-duLuicdo pelo menos 3 vezes e
transferir 40 pL para as colunas 1 e 2 de outra placa de fase liquida correspondente;

f) Homogeneizar o contelido da coluna 2 pelo menos 3 vezes e transferir 40 iL para as colunas 3
e 4 de outra placa de fase liquida correspondente. Repetir esse procedimento, trocando-se as
ponteiras, até a transferéncia de todos os soros, em duplicata, para a placa de fase liquida
correspondente, isto é, coluna 3 para as colunas 5 e 6, coluna 4 para as colunas 7 e 8, coluna 5 para
as colunas 9 e 10 e coluna 6 para as colunas 11 e 12.

g) A partir da coluna 7, inicia-se 0 mesmo procedimento para outra placa de fase liquida
correspondente, transferindo-se os soros desta coluna para as colunas 1 e 2 da préxima placa, e assim
sucessivamente.

3.3.5.3.2. Diluigdes dos soros testes Sorotipos “O”, “A” e “C” — pequenos ruminantes (ovinos
e caprinos)

a) Em uma placa auxiliar preparar a diluicdo dos soros:

b)  Numerar as microplacas de fundo em U em ordem sequencial. A diluicdo final dos soros sera
de 1:10 (titulo 1);

c) Adicionar 200 pL da solugédo PBSTB em todos os pocos da placa, com excecéo dos pocos das
colunas 5, 6, 11 e 12 (linhas D a H);

d) Adicionar 50 pL dos soros de A até H (soro 1: Al, soro 2: B1, e assim sucessivamente até linha
H com excecéo dos pocos D a H das colunas 5, 6, 11 e 12;
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e) Transferir os soros da placa de pré-diluicdo para a placa de fase liquida como descrito nos itens
“e”, “f, e “g” do item 5.3.1;
f) Diluir os soros controle e prosseguir conforme item “Desenvolvimento”.

3.3.5.3.3. Diluic&o dos soros para selecéo de bovinos para controle de vacinas

a) Paraosvirus O e C adicionar 121 pL de PBSTB em todos o0s pogos da placa, com exce¢do dos
pocos das colunas 5, 6, 11 e 12 (linhas D a H). Para o virus A adicionar 95 uL de PBSTB;

b)  Adicionar 11 uL de soro por poco para os virus O e C e para o virus A5 L Soro 1: A 1; soro 2:
B 1 e assim sucessivamente até linha H, com excec¢éo dos pog¢os D a H das colunas 5, 6, 11 e 12;

c) Transferir os soros da placa de pré-diluicdo para a placa de fase liquida como descrito nos itens
“e”, “f, e “g” do item 5.3.1;

d) Diluir os soros controle e prosseguir conforme item “Desenvolvimento”

3.3.5.4 Distribuic&o dos controles

a)  Distribuir 40 pL de tamp&o PBSTB nos pocos D10 a D12, E10 a E12 e F10 a F12;
b)  Distribuir 40 puL do tampéo de diluicdo nos pogos G9 a G12 (Controle do antigeno);
c)  Distribuir 80 pL do tampéo de diluicdo nos poc¢os H9 a H12 (Branco).

3.3.5.5. Execucéo

a)  Diluir o antigeno a metade da concentragédo recomendada pelo fabricante;

b)  Acrescentar 40 puL do antigeno diluido em todos os poc¢os, com exce¢éo dos pogos da linha H
(9a1l12)

c) Incubar as placas por 60 minutos a 37°C = 1 °C, sendo os primeiros 20 minutos sob agitacao;

d) Descongelar as placas de fase solida previamente sensibilizada 20 minutos na geladeira, 20
minutos a temperatura ambiente e 20 minutos na estufa a 37 ° C + 1 °C (deixa-las sempre invertidas
sobre papel toalha);

e) Identificar as placas de fase soélida;

f) Transferir 50 uL de cada poco da fase liquida para a placa de fase sélida seguindo-se a mesma
ordem. Trocar as ponteiras a cada transferéncia. Para os soros controle, a transferéncia deve ser
iniciada do soro mais diluido (coluna 12) para o soro mais concentrado (coluna 9). Nesse caso nao é
necessario trocar as ponteiras. Cada placa de fase sélida ira conter 38 soros em teste e 0s controles;

g) Incubar por 30 = 2 minutos, 37 °C = 1 °C, sob agitacao;

h)  Preparar a diluicdo do soro detector conforme recomendacéo do fabricante. Incubar a 37°C +
1 °C até o momento do uso;

i) Lavar a placa trés vezes com salina fisiolégica com Tween 20 a 0,05% (1 mL de Tween para 2
litros de salina);

) Distribuir 50 pL do soro detector em todos os pogos da placa;

k)  Incubar a 37 °C £ 1 °C por 30 * 2 minutos, sob agitacdo. Preparar a diluicdo do conjugado e
incubéa-lo a 37 °C = 1 °C até o momento do uso;

) Lavar a placa trés vezes com salina fisiol6gica com Tween 20 a 0,05%;

m)  Distribuir 50 uL do conjugado em todos os pocos da placa;

n) Incubar a 37°C + 1°C por 30 = 2 minutos, sob agitacéo;

0) Preparar a solucao de substrato-cromégeno como descritas no (anexo 009);

p) Lavar a placa quatro vezes com salina fisiolégica com Tween 20 a 0,05%;

g) Adicionar o OPD ao tampéao &cido e, em seguida, o perdéxido de hidrogénio. Homogeneizar;

r Distribuir 50 puL do substrato em todos os pocos da placa;

s) Incubar a temperatura ambiente por 15 minutos, sob protecédo da luz;
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t) Adicionar 50 L da solucéo de acido sulfdrico 1,5 mol/L em todos os pocos da placa.

3.3.6. Critérios de aceitacdo do Ensaio

a) O resultado do ensaio serd considerado valido somente se as DOs dos soros controles
estiverem dentro dos limites aceitaveis e determinados pelo fabricante. Caso contrario, o ensaio deve
ser repetido.

3.3.7. Interpretacéo dos resultados

a) O percentual de inibicdo (PI) dos soros em teste deve ser calculado pela formula abaixo:

b) Pl =(média da DO dos soros em teste/média da DO do controle de antigeno) x 100;

c) Amostra positiva (Pl inferiores a 49%);

d) Amostra negativa (Pl superiores a 49%);

e) Amostra inconclusivo (Pl 49% < Pl < 51%). Soros com Pl dentro desta faixa deverdo ser
submetidos a prova de titulacao.

f) Para a triagem de bovinos para o controle de vacinas serdo considerados selecionados os
animais com valor de PI superior a 51 %. No dia zero pos vacinagéo (0 dpv), animais reagentes ou
inconclusivos deverao ser titulados. Caso os animais apresentem titulo inferior a 1,4 para os virus C e
0O, e menor que 1,6 para o virus A poderao ser utilizados. Até trés, dos 18 bovinos utilizados no teste
poderdo ser eliminados em caso de reatividade no 0 dia pds vacinagéo (dpv).

3.3.8. Emisséo dos resultados

a) Os resultados deverao ser emitidos em documento denominado “Relatério de Ensaio” e
expresso como reagente, nao reagente e inconclusivo.

3.3.9. Descarte de Amostras e Residuos

a) Antes da realizacéo do descarte de amostras e produtos de ensaio deverao ser observados os
prazos minimos estabelecidos no item 3.3.10. Retenc¢&o de Itens de Ensaio

b)  Todo material utilizado na realizacao do ensaio deve ser imerso em cuba com solucéo de acido
citrico 0,2%, hipoclorito de sddio 0,5% ou solucéo para descontaminagao similar, por no minimo de 1
hora;

c)  ApoOs este periodo, todo o material utilizado na realizacdo do ensaio deve ser submetido ao
processo de autoclavagéo apropriado e validado. A efetividade de esterilizacao deve estar comprovada
em procedimentos préprios do laboratério;

d) O laboratério deve assegurar a biosseguridade dos residuos gerados e seguir as legislacdes
ambientais vigentes durante todo processo de descarte.

3.3.10. Retencdo de itens de ensaio

a)  Soro sanguineo
Poderdo ser descartados 60 dias apds a emissdo do relatério de ensaio, registrando-se nos
formulérios proprios e conferidas antes do descarte.
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3.4. ELISA de competicdo em fase liquida (CFL) para detec¢do de anticorpos contra o virus da
Febre Aftosa (titulacao)

3.4.1. Materiais

a)
b)
c)
d)
€)
f)
9)
h)
i)
)
k)
)

m)

Luvas para procedimentos;

Pipetas de vidro graduadas ou descartaveis;
Provetas graduadas;

Béqueres;

Erlenmeyers;

Ponteiras descartaveis;

Descartador de ponteiras;

Reservatorios para solugdes (cubetas);
Papel absorvente;

Caneta para identificagéo de vidraria;
Cubas para descarte de materiais resistente a autoclavacao;
Microplacas de fundo em “U”;

Microplacas NUNC maxsorb.

3.4.2. Equipamentos e instrumentos

a)
b)
c)
d)
e)
f)

g)
h)
)

)

Autoclave;

Geladeira;

Estufa;

Micropipetas monocanal e multicanal de volumes regulaveis;
Pipetador automatico ou manual;

Leitora de ELISA;

Crondbmetros;

Agitador de tubos tipo vortex (opcional);

Agitador de microplacas;

Lavadora de microplacas (opcional).

3.4.3. Insumos

a)

Set de ensaio de ELISA de competicdo em fase liquida (CFL) para a deteccdo de anticorpos

contra a proteinas estruturais do virus da Febre Aftosa (VFA), produzidos pelo Centro Panamericano
de Febre Aftosa contendo soros captura, detector, controle negativo, fraco positivo e forte positivo,
soros bloqueadores de bovino e coelho e antigeno;

b)
c)
d)
e)
f)
9)
h)
i)
)
k)
)

IgG de cabra anti-lgG de cobaio conjugado com peroxidase (Sigma n° catédlogo A7289);
Pastilhas de OPD (ortofenildiamina) de 2 ou 10mg;
Albumina Bovina Grau ll;

Albumina Bovina Grau V;

Fosfato de sodio;

Acido citrico:

Carbonato de sodio grau P.A;

Bicarbonato de sddio grau P.A;

Peréxido de hidrogénio a 30%;

Tween 20 (Sigma cat. N° P-1379);

Microplacas de fundo em “U”;
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m)  Microplacas NUNC maxsorb.
3.4.4. Solucdes

a) No preparo das solucdes deve ser utilizado somente os reagentes fornecidos pelo fabricante,
ou aqueles por ele indicados.

b) Conjugados, substratos e solucdo de parada deverdo ser utilizados obedecendo-se as
condicbes do fabricante;

c) No preparo da solucdo de lavagem deve-se assegurar que nao existem cristais precipitados na
solucéo;

d) PBST (Tampao salina fosfatada pH 7,4 com 1% de ovoalbumina Grau Il e 0,05% de Tween 20)

e) Tampéao PBST;

f) Solucao salina fisioldgica 0,85% pH 7,2 — 7,4;

g) Tampéo carbonato-bicarbonato pH 9,6;

h)  Perdxido de hidrogénio a 30%

i) Solugéo de &cido sulfarico 1,5 mol/L

3.4.5. Realizagado do ensaio
3.4.5.1 Sensibilizagdo das placas com anticorpos captura — microplacas NUNC MaxSorb

a) Identificar as placas em ordem sequencial.

b)  Descongelar os soros captura a temperatura ambiente.

c) Preparar as diluicbes de uso de cada soro captura em tampdao carbonato-bicarbonato, conforme
recomendacdes do fabricante. Homogeneizar em agitador magnético.

d) Colocar em cada pogo da placa 100 pL de soro de captura diluido em tampéo carbonato,
distribuido como indicado a seguir;

e) Empilhar as placas em grupos de 10, no maximo, e selar a placa superior;

f) Incubar por 16 a 20 horas entre 4 °C e 8 °C;

g) Retirar da geladeira e manté-las a temperatura ambiente por 1h.

h)  Descartar o contetdo das placas e lava-las uma vez com 200 pL de solugéo salina fisiolégica
por pogo.

i) Descartar o contetdo das placas e baté-las sobre papel absorvente ou toalha.

i) Adicionar 100 pL por pogo de PBS com 1% de ovoalbumina Grau V.

k)  Incubar por 1h a temperatura ambiente.

)i Descartar o contetdo das placas e lava-las uma vez com 200 pL de solucdo salina fisioldgica
por pogo.

m) Descartar o conteudo das placas e baté-las sobre papel ou toalha absorvente.

n)  As placas podem ser utilizadas imediatamente ou podem ser armazenadas. Para isto, cobri-las
com filme plastico e armazena-las a — 20°C em posicédo invertida.

3.4.5.2 Preparo do tampéo bloqueador (PBSTB)

a) Descongelar o PBST a temperatura ambiente;
b)  Adicionar 2 mL de soro de coelho e 2 mL de soro de bovino para 100 mL do tampéo PBST e
homogeneizar antes do uso

3.4.5.3. Protocolo de titulacdo de 6 soros
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a) Em uma placa auxiliar (fase liquida), preparar a diluicdo dos soros conforme QUADRO 1.

b)  Adicionar 40 pL de PBSTB nas colunas 2 a 6 e 8 a 12. Na linha H, colunas 7 a 12 (branco),
adicionar 80 pL de PBSTB;

c) Adicionar 50 pL de cada soro nos seguintes pocos: soro 01 (Al e B1), soro 02 (C1 e D1), soro
03 (E1 e F1), soro 04 (G1 e H1), soro 05 (A7 e B7), soro 06 (C7 e D7). Trocar as ponteiras a cada
amostra ou soro controle. Utilizar ponteiras novas;

d) Adicionar 50 pL de soro controle negativo (C-) puro no pogo E7, 50iL do soro fraco positivo (C+)
diluido 1:5 em F7 e 50iL do soro forte positivo (C++) diluido 1:100 em G7,

e) Diluir os soros controles homogeneizando trés vezes e transferindo sucessivamente 10 iL da
coluna E7 até E10 (soro negativo), da coluna F7 até F10 (soro fraco positivo) e da G7 até G10 (forte
positivo). Ao final descartar 10 uL da ultima dilui¢éo;

f) Diluir os soros teste transferindo 10 pL da coluna 1 para a coluna 2. Homogeneizar trés vezes
e transferir 10 yL da coluna 2 para a coluna 3, e assim até a coluna 6 (soros de 1 a 4) e do mesmo
modo da coluna 7 a 12 (soros 5 e “6). Descartar os 10 pL da ultima diluig&o.

g) Prosseguir conforme item “Execuc¢ao”.

QUADRO 1 Distribuicdo das amostras (6 soros) e controles na placa auxiliar (fase liquida).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A S1 S1 S1 S1 S1 S1 S5 S5 S5 S5 S5 S5

B S1 S1 S1 S1 S1 S1 S5 S5 S5 S5 S5 S5
C S2 S2 S2 S2 S2 S2 S6 S6 S6 S6 S6 S6
D S2 S2 S2 S2 S2 S2 S6 S6 S6 S6 S6 S6
E S3 S3 S3 S3 S3 S3 C- C- C- C- CA CA

F S3 S3 S3 S3 S3 S3 C+ C+ C+ C+ CA CA

G S4 S4 S4 S4 S4 S4 C++ | C++ | C++ | C++ | CA CA

H S4 S4 S4 S4 S4 S4 B B B B B B

3.4.5.4. Execucgéo

a) Diluir o antigeno a metade da concentragdo recomendada pelo fabricante;

b)  Acrescentar 40 pL do antigeno diluido em todos os pogos, com excec¢do dos pogos destinados
aos brancos (H7 a H12);

c) Incubar as placas por 60 minutos a 37 °C = 1 °C, sendo os primeiros 20 minutos sob agitac¢ao;

d) Descongelar as placas de fase sdlida previamente sensibilizada 20 minutos na geladeira, 20
minutos a temperatura ambiente e 20 minutos na estufa a 37 °C £+ 1 °C (em cada etapa, deixa-las
invertidas sobre papel toalha);

e) Identificar as placas de fase solida;

f) Transferir 50 uL de cada poco da fase liquida para a placa de fase sélida;

g) Incubar por 30 minutos a 37 °C + 1 °C, sob agitagéo;
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h)  Preparar a diluicdo do soro detector conforme recomendacéao do fabricante. Incubar a 37 °C +
1 °C até o momento do uso;

i) Lavar a placa trés vezes com salina fisiolégica com Tween 20 a 0,05 % (1 mL de Tween para
2 litros de salina);

)] Distribuir 50 pL do soro detector em todos os pogos da placa;

k)  Incubara 37 °C 1 °C por 30 minutos, sob agitacdo. Preparar a diluicdo do conjugado e incuba-
loa 37 °C +1°C até o momento do uso;

1 Lavar a placa trés vezes com salina fisiolégica com Tween 20 a 0,05 %;

m)  Distribuir 50 uL do conjugado em todos os pocos da placa;

n) Incubara 37 °C + 1 °C por 30 minutos, sob agitacao;

0) Preparar a solucdo de substrato-cromégeno nas seguintes proporcdes (quantidade suficiente
para cinco placas);

p) Lavar a placa quatro vezes com salina fisiol6gica com Tween 20 a 0,05 %;

gq) Adicionar o OPD ao substrato e, em seguida, a agua oxigenada. Homogeneizar;

r Distribuir 50 pL do substrato-cromégeno em todos os pocos da placa;

s) Incubar a temperatura ambiente por 15 minutos, sob protecdo da luz;

t) Adicionar 50 pL da solugéo de acido sulfarico 1,5 mol/L em todos os pog¢os da placa.

3.4.6. Critérios de aceitacao do Ensaio

a) O resultado do ensaio sera considerado valido somente se as DOs dos soros controles
estiverem dentro dos limites aceitaveis e determinados pelo fabricante. Caso contrario, o ensaio deve
ser repetido.

3.4.7. Interpretacdo dos resultados

a) Para célculo do titulo 50% dos soros, seguir 0s seguintes passos;
b)  Calcular a Densidade Otica (DO) média do controle do antigeno (X);
c) Obter 50% deste valor médio X/2 = Y;
d) A partir do valor médio obtido anteriormente (Y), eleger a leitura imediatamente superior (A);
e) Da mesma forma, eleger a leitura imediatamente inferior (B);
f) Subtrair a leitura inferior da superior (A-B) = (2);
g)  Subtrair do valor médio (Y), a leitura inferior (B): (Y-B);
h)  Multiplicar o logaritmo do fator de duLui¢éo (C) por (Y-B);
i) Dividir o valor obtido no item 7 pelo valor de Z;
) Somar o valor obtido no item 8 com o logaritmo da duLuicdo da leitura inferior B (D).
k)  Férmula da interpolacéo linear: Titulo 50%= (Y-B) C + D
Z
) O resultado final serd emitido como o valor do titulo alcancado no célculo anterior.

3.4.8. Emissao dos resultados

a) Os resultados deverdao ser emitidos em documento denominado “Relatério de Ensaio” e
expresso como o titulo final do soro.

3.4.9. Descarte de Amostras e Residuos
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a) Antes da realizacdo do descarte de amostras e produtos de ensaio deverao ser observados os
prazos minimos estabelecidos no item 3.4.10. Retenc¢do de Itens de Ensaio

b)  Todo material utilizado na realizacdo do ensaio deve ser imerso em cuba com solucdo de acido
citrico 0,2%, hipoclorito de sddio 0,5% ou solu¢do para descontaminacao similar, por no minimo de 1
hora;

c) ApOs este periodo, todo o material utilizado na realizagdo do ensaio deve ser submetido ao
processo de autoclavacao apropriado e validado. A efetividade de esterilizacdo deve estar comprovada
em procedimentos préprios do laborat6rio;

d) O laboratério deve assegurar a biosseguridade dos residuos gerados e seguir as legislacdes
ambientais vigentes durante todo processo de descarte.

3.4.10. Retencéo de itens de ensaio

a)  Soro sanguineo
Poderdo ser descartados 60 dias apés a emissdo do relatério de ensaio, registrando-se nos
formularios préprios e conferidas antes do descarte.

3.5. EITB - Ensaio Imunoenzimatico de Eletrotransferéncia
3.5.1. Materiais

a) Luvas para procedimentos;

b) Pipetas de vidro graduadas ou descartaveis;

c) Provetas graduadas;

d) Béqueres;

e) Erlenmeyers;

f) Ponteiras descartaveis;

g) Descartador de ponteiras;

h)  Reservatorios para solucdes (cubetas);

i) Papel absorvente;

) Caneta para identificacéo de vidraria;

k)  Bandejas com canaletas para tiras de nitrocelulose;
)i Cubas para descarte de materiais resistente a autoclavacao;

3.5.2. Equipamentos e instrumentos

a) Autoclave;

b) Geladeira;

c)  Micropipetas monocanal de volumes regulaveis ajustavel (4 pL, 500 pL, 600 pL, 800 pL, 1 mL);
d) Pipetador automético ou manual;

e) Cronbmetros;

f) Agitador de tubos tipo vértex (opcional);

g) Agitador de tipo rocker;

h)  Balanca com capacidade de pesar 2,5 gramas.

3.5.3. Insumos
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a) O kit denominado NCPanaftosa — Prova Confirmatéria — Bovino € composto pelo conjunto de
reagentes necessarios para realizacdo do ensaio Imunoenzimatico que permite a deteccdo in vitro de
anticorpos contra as proteinas nao-capsidiais (PNC) 3ABC, 3D, 2C, 3B, e 3A do Virus da Febre Aftosa
(VFA) no soro de bovideos (bovinos e bubalinos) através de uma prova de EITB, utilizando como prova
inicial o kit NCPanaftosa — Prova Triagem.

b) Tiras de nitrocelulose previamente sensibilizadas com as proteinas 3A, 3B, 2C, 3D e 3ABC
(NC);

c) Solucao de lavagem concentrada 10 X (BL);

d) Lisado de Escherichia coli (EC);

e)  Soro Controle negativo (CN);

f) Soro Controle positivo Padréo 1 (CP1);

g) Soro Controle positivo Padrao 2 (CP2);

h) Leite em p6 desnatado (LP);

i) Conjugado 100X Concentrado (CJ);

)] Diluente de Substrato (DS);

k)  NBT - Nitro Blue Tetrazolium (para substrato cromégeno) (NB);

)i BCIP - 4-5 Bromo 4-Chloro- 3-Indolyl Phosphate (para substrato cromégeno) (BC);

m) Controle laboratério (CL);

n)  Soro sabidamente positivo (controle interno).

3.5.4. Solugdes

a) No preparo das solugdes deve ser utilizado somente os reagentes fornecidos pelo fabricante,
ou aqueles por ele indicados.

b) Conjugados, substratos e solugdo de parada deverdo ser utlizados obedecendo-se as
condi¢Bes do fabricante;

c) No preparo da solucéo de lavagem deve-se assegurar que ndo existem cristais precipitados na
solucao;

d) Tampao de lavagem (BL) 1x em agua destilada;

e) Tampéo de saturagdo (anexo 012);

f) Substrato — cromégeno (NBT/BCIP) (Anexo 013).

3.5.5. Realizagéo do ensaio

3.5.5.1 Preparo dos reagentes

a) Aproximadamente uma hora antes de comecar a prova retire da geladeira as tiras
sensibilizadas, buffer de lavagem 10x e diluente de substrato para permitir que estabilizem a
temperatura ambiente (20 °C a 25 °C);

b)  Prepare o buffer de lavagem 1x e o buffer de saturacéo, permitindo que também se estabilizem
a temperatura ambiente.

c) Retire os outros reagentes, soros padréao, E. coli, conjugado 100X, NBT, BCIP, na hora de usa-
los.

d) Prepare o protocolo de reacdo da prova, levando em consideracdo que devem ser reservadas
guatro tiras de cada gel para os soros controle (CN, CP1, CP2 e CL). Os controles devem ser sempre
repetidos em cada gel e para cada prova, j& que os resultados devem ser sempre interpretados por
comparacao a reatividade do soro problema com o do controle CP1, processado no mesmo gel e na
mesma prova.
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e) E recomendada a homogeneizagéo dos reagentes antes de usa-los.
f) A diluicdo do conjugado e do substrato deve ser realizada entre 5 a 10 minutos antes do seu
uso.

3.5.5.2. Saturacdao das tiras

a) Coloque uma tira em cada uma das canaletas das bandejas usando pinca plastica. Adicione
800 pL de buffer de saturacdo em cada canaleta, verifique que as tiras tenham ficado bem submersas
e com as respectivas numeracoes visiveis.

b) Coloque as bandejas sobre o agitador e deixe incubando durante 30 minutos a temperatura
ambiente.

c) Avelocidade do agitador deve ser de 6 ciclos oscilatérios (ida e volta) /minuto, sendo a mesma
mantida durante toda a prova.

3.5.5.3. Incubagéo das amostras

a) Adicione aos 800 puL de buffer de saturacao 4iL da amostra ou soro controle (diluicédo final
1:200) de acordo com a ordem estabelecida no protocolo de prova.

b) Para permitir que a reacdo se inicie simultaneamente em todas as canaletas, posicione o
agitador durante a adicdo dos soros de tal forma que as bandejas fiquem inclinadas num angulo de
aproximadamente 30°. Posicione as tiras na parte superior da canaleta para que ndao tenham contato
com o buffer na parte inferior, onde se faz a adicdo das amostras e dos soros controle.

c) Incube com agitacdo durante 60 minutos a temperatura ambiente. Verifique que as tiras tenham
ficado bem submersas e com as respectivas numeracdes visiveis ao operador.

3.5.5.4. Lavagem

a) Concluida a etapa de incubacéo elimine o buffer de saturagéo inclinando a bandeja, evitando
gue o liquido transborde de uma canaleta para outra;

b) Emborque a bandeja e deixe secar muito bem sobre papel toalha;

c) Lave abundantemente as canaletas e tiras com buffer de lavagem 1x usando uma pisseta;

d) Descarte este buffer de lavagem e volte a lavar da mesma maneira pelo menos outras 2 vezes.

e) Seque as bandejas com papel toalha;

f) Adicione aproximadamente 1 mL de buffer de lavagem 1x por canaleta e deixe agitando durante
5 minutos. Repetir esta etapa mais duas vezes;

g) Apds a dltima lavagem seque bem as bandejas batendo sobre o papel toalha.

3.5.5.5. Incubacédo do conjugado

a) Dilua o conjugado e aplique 600 pL por canaleta, posicionando as bandejas de acordo como
indicado em “Incubagéo das amostras” e verifique novamente que as tiras fiquem bem submersas e o
lado numerado das tiras esteja visivel.

b)  Incube com agitacdo durante 60 minutos a temperatura ambiente;

c) Ao final proceda da lavagem das tiras conforme item 5.4.

3.5.5.6. Incubacédo do substrato cromégeno

a) Prepare o substrato cromdgeno e aplique 500 pL por canaleta posicionando as bandejas de
acordo com o indicado em “Incubacéo de amostras”.
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b)  Verifique que as tiras figuem bem submersas e o lado numerado das tiras esteja para cima,
visivel ao operador.

c) Incube com agitacdo até que atira do CP1 desenvolva cinco bandas visiveis (aproximadamente
15 minutos);

d) Apods, descarte ou aspire o substrato — cromdgeno e lave as tiras abundantemente com agua
destilada;

e) Por ultimo seque bem as bandejas batendo sobre as mesmas emborcadas sobre papel toalha.

f) Deixe as tiras secar por aproximadamente duas horas a temperatura ambiente dentro das
bandejas ou entdo com ajuda de uma pinca coloque-as sobre papel de filtro. Alternativamente pode-
se colocar as tiras em estufa a 56°C durante aproximadamente 30 minutos dentro das bandejas.

g) Uma vez secas é recomendado colar com fita adesiva transparente em um formulario
especifico, posicionando-as de tal maneira que as bandas figuem ordenadas para a analise da
esquerda para a direita na seguinte disposicao: 3A, 3B, 2C, 3D e 3ABC.

3.5.6. Critérios de aceitacao do Ensaio

a) Para considerar uma prova valida e proceder a interpretagdo dos resultados, os soros controle
devem satisfazer os seguintes critérios:

b) Soro controle positivo (CL): deve apresentar reatividade intensa para os antigenos 3A, 3B,
3D e 3ABC podendo ter menor reatividade (intensidade) para o antigeno 2C. E acrescentado ao ensaio
como Controle do Laboratério (CL), que néo é fornecido no KIT.

c) Soro controle positivo (CP2): Deve apresentar superior a do CP1 para os cinco (5)
antigenos com bandas bem visiveis.

d) Soro controle limite (CP1): Deve apresentar fraca reatividade para os cinco (5) antigenos tal
gue torne as bandas apenas visiveis.

e) Soro controle negativo (CN): Nado deve apresentar banda de reagédo para nenhuma das
cinco proteinas.

3.5.7. Interpretacédo do resultado

a) Comparar a intensidade da reacéo do(s) soro(s) testado(s) com a do soro controle limite (CP1).
De acordo com o numero de proteinas reagentes e sua intensidade de cor, o resultado pode ser

b) Resultado reativo:

i) Soro reativo que apresenta reatividade igual ou maior que a do soro controle limite (CP1) para
as proteinas 3A, 3B, 3D e 3ABC, sendo que a proteina 2C pode ou ndo aparecer reativa ha amostra
de teste.

c) Resultado negativo:
i) Auséncia total de reatividade para as cinco proteinas;

ii)  Reatividade com intensidade menor da banda correspondente do CP1 para cada uma das cinco
proteinas;

iii)  Reatividade igual ou maior a da banda correspondente do CP1 para um maximo de duas
proteinas.

d) Resultado indeterminado:

316



i) Soro que apresenta reatividade igual ou maior que CP1 em 3 ou 4 proteinas (incluindo a 2C),
nao se ajustando aos parametros definidos para amostras reagentes e ndo reagentes.

ii)  Em casos de resultados reagentes e indeterminados digitalizar o formulario de controle para
consultas futuras.

e) Repeticdo do ensaio:

i) Serd realizada nos seguintes casos:

ii)  Quando a prova for invalidada pelos controles, ou quando as tiras se apresentarem manchadas,
de forma que prejudique a leitura. Neste caso, devera ser repetida toda a prova.

iii)  Quando houver discordancia entre as leituras dos dois analistas em algum soro. Neste caso
deverd ser repetido somente o soro em questdo em triplicata.

3.5.8. Emisséo dos resultados

a) Os resultados deverdo ser emitidos em documento denominado “Relatério de Ensaio” e
expresso como reativo, nao reativo e indeterminado

3.5.9. Descarte de Amostras e Residuos

a) Antes da realizacdo do descarte de amostras e produtos de ensaio deveréo ser observados os
prazos minimos estabelecidos no item 3.5.10. Retengé&o de Itens de Ensaio

b)  Todo material utilizado na realizacao do ensaio deve ser imerso em cuba com solucéo de &cido
citrico 0,2%, hipoclorito de sddio 0,5% ou solugdo para descontaminagdo similar, por no minimo de 1
hora;

c) ApoOs este periodo, todo o material utilizado na realizacdo do ensaio deve ser submetido ao
processo de autoclavacao apropriado e validado. A efetividade de esterilizacdo deve estar comprovada
em procedimentos préprios do laboratério;

d) O laboratério deve assegurar a biosseguridade dos residuos gerados e seguir as legislacfes
ambientais vigentes durante todo processo de descarte.

3.5.10. Retencéo de itens de ensaio
3.5.10.1. Amostras

a)  Soro sanguineo
Poderdo ser descartados 60 dias apdés a emissdo do relatério de ensaio, registrando-se nos
formularios préprios e conferidas antes do descarte.

3.6. Teste de Virusneutralizagdo
3.6.1. Materiais

a) Luvas para procedimentos;

b) Pipetas de vidro graduadas ou descartaveis;
c) Provetas graduadas;

d) Béqueres;

e) Erlenmeyers;
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f)
9)
h)
i)
)
k)
1)

Frascos de vidro tipo penicilina com tampa;
Ponteiras descartaveis;

Descartador de ponteiras;

Reservatorios para solugdes (cubetas);
Papel absorvente;

Microplacas para cultivo celular em poliestireno cristal com 96 cavidades de fundo chato;

Caneta para identificagéo de vidraria;

m) Cubas para descarte de materiais resistente a autoclavacao.

3.6.2. Equipamentos e instrumentos

a)
b)
c)
d)
e)
f)
9)
h)
i)
)
k)
1)

Autoclave;

Cabine de seguranca bioldgica classe Il B1 (requisito minimo);
Geladeira;

Freezer;

Estufa com atmosfera de COy;

Estufa;

Banho seco ou que empregam agua,

Termbmetros;

Micropipetas mono e multicanais de volumes regulaveis;
Pipetador automatico ou manual,

Agitador de tubos;

Microscépio invertido;

m) Balancga analitica;

n)

Centrifuga refrigerada.

3.6.3. Insumos

a)
b)
c)
d)
e)

f)

Suspensao celular de linhagem sensivel (BHK-21);

Meio MEM (Meio Essencial Minimo, reconstituido de acordo com o fabricante);
Soro fetal bovino (SFB) livre de pestivirus (BVDV) e micoplasma;

Solucao de antibiéticos e antifungicos;

Amostra controle reagente e ndo reagente para os virus da Febre Aftosa;
Cepas do virus da Febre Aftosa.

3.6.4. Solucbes

a)
b)
c)
d)
e)

Meio MEM com adic&o de antimicrobianos;

Solugéo de salina 0,15 mol/L %;

Acido citrico 0,2 %:

Solucao salina 0,85 % fosfatada tamponada (PBS) pH 7,2-7,4;
Solucao de antibiéticos e antifingicos.

3.6.5. Realizac&o do ensaio
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3.6.5.1. Método quantitativo

a) Observacao: avaliar a toxidez para apenas um sorotipo.
b) Adicionar 91,3 uL de MEM na linha A (controle de toxidez) e linha B.
c) Adicionar 50 yL de MEM nas demais linhas da placa;
d) Distribuir as amostras (exemplo, soros 1 a 4) e controles como descrito no QUADRO 1
abaixo. Cada amostra deve ser adicionada em uma coluna.
e) Adicionar 8,7 pL de soro (por pog¢o) nas linhas A e B;
f) Transferir 50 uL da mistura MEM / soro da linha B para C, e assim sucessivamente até a
linha H. Ao final descartar 50 pL.
g) Preparar as colunas referentes aos controles conforme o item 6.2.
h) Para amostras que ja tiveram a toxidez avaliada (para o sorotipo A) proceder como
descrito abaixo para o sorotipo O:
l. Adicionar 91,3 uL de MEM na linha A;
Il.  Adicionar 50 yL de MEM nas demais linhas da placa;
lll.  Distribuir as amostras (exemplo, soros 1 a 4) e controles como descrito no QUADRO 2
abaixo. Cada amostra deve ser adicionada em duas colunas.
IV.  Adicionar 8,7 uL de soro (por pogo) na linha A;
V.  Transferir 50 yL da mistura MEM / soro da linha A para B, e assim sucessivamente até a
linha H. Ao final descartar 50 pL.
VI.  Transferir 50 puL da mistura MEM / soro da linha A para B, e assim sucessivamente até a
linha H. Ao final descartar 50 pL.

QUADRO 1 Distribuicdo das amostras pelo método quantitativo com avaliagdo de toxidez — sorotipo
A

1 2 3 4 5 6 7 8 |9 10 11 (12 |Log ([TX

A 1 2 3 4 CN CP |1 }2 3 [CC [CC |[CC

(o8]
=
N
w
=

CN ICP |1 -2 3 [CC [CC |CC 14 1/23

CN CP |1 2 -3 |[CC [CC [CC 1,7 1/46

o O
=
N
w
=

1 2 3 4 CN ICP |1 }2 -3 [CC [CC [CC 2,0 1/92

m
=
N
w
=

CN ICP |1 }2 -3 [CC [CC [CC 2,3 1/184

F 1 2 3 4 CN CP |1 2 -3 |[CC [CC [CC 22,6 1/368

G 1 2 3 4 CN ICP |1 }2 -3 [CC [CC [CC 2,9 1/736

H [1 2 3 4 CN CP |1 |2 |3 |[CC [CC |CC P=3,2 1/1.472

RT

QUADRO 2 Distribuicdo das amostras pelo método quantitativo sem avaliagédo de toxidez — sorotipo
A
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3.6.6. Controles

a) Utilizar uma coluna para o soro controle negativo (CN) e uma coluna para o soro controle

positivo (CP).

1 2 3 4 S 6 7 8 P9 10 11 (12 |Log [TX

A1 2 3 4 CN CP |1 |2 I3 [CC [CC [CC 14 1/23

B 1 2 3 4 CN CP |1 2 13 |[CC [CC [CC 1,7 1/46

C 1 2 3 4 CN CP |1 |2 |13 [CC [CC [CC 2,0 1/92

D 1 2 3 4 CN CP |1 |2 |13 [CC [CC [CC 2,3 1/184
E 1 2 3 4 CN CP |1 2 -3 |[CC [CC [CC 22,6 1/368
F o 2 3 4 CN CP |1 |2 |13 [CC [CC [CC 29 1/736
G [1 2 3 4 CN CP |1 2 |13 |[CC [CC [CC [3,2 1/1.472
H [1 2 3 4 CN CP |1 2 3 |[CC |CC |CC p=3,5 |1/2.944

RT

b) Adicionar o MEM e o0s soros controle em cada uma das colunas conforme descrito no item 6.1,

sem avaliacdo da toxidez;

c) Para o controle de retrotitulagao viral (RT), adicionar 50 yL de MEM nas trés colunas

destinadas a retrotitulacao;

d) Para o controle de células (CC), adicionar 100 uyL de MEM. Reservar, pelo menos, uma coluna
como controle de células. Nessa coluna ndo deve ser adicionado virus ou soro.
e) Diluicdo de trabalho (DT) do virus, incubacéo e adicdo da suspenséo celular

[.  Utilizar um virus de titulo conhecido titulado. A partir do titulo, obter a diluicdo de trabalho
(DT) diminuindo-se 102 do titulo. Exemplo: virus com titulo de 106 deve ser diluido a 104 (ou seja,

10.000 vezes). Preparar diluicdes em base 10 do virus (10-1, 10-2, 10-3, etc.) até o obter a diluicao
de trabalho desejada, utilizando para o célculo a férmula Ci.Vi = Cf.Vf, em que:

Ci = concentragao inicial 10-1;

Vi = volume inicial (volume de virus a ser utilizado);

Cf = concentracao final = DT,;

Vf = volume final (volume necessério de virus, para uma placa utilizar 5 mL);

Exemplo: virus com titulo de 104,5. DT = 102,5 = 1/316. Para 4 placas. Foram feitas duas

diluicbes em base 10 (10-1 e 10-2);

Ci.Vi = Cf.Vf;
1/100.Vi = 1/316.20

Vi =20.100/316 = 6,3 mL da diluicdo 1/100 (10-2) e 13,7 mL de MEM,;
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f) A partir da diluicdo de trabalho, preparar diluicbes 1/10 (10-1), 1/100 (10-2) e 1/1.000 (10-3)
utilizando MEM;

g) Adicionar 50 uL da suspensao viral diluida (1/10, 1/100 e 1/1.000) em cada um dos pogos das
colunas destinadas a retrotitulacdo (uma coluna por dilui¢do), comecando pela suspensao mais
diluida, desta maneira pode-se utilizar o mesmo reservatorio e as mesmas ponteiras;

h) Adicionar 50 uL da DT em todos os pogos da placa, exceto nos destinados ao controle de
toxidez, controle de células e retrotitulagdo.

i) Incubar as placas em estufa a 37 °C durante uma hora.

j) Distribuir 50 uL de suspenséo celular a 300.000 células/mL em todos os pogos da placa,
inclusive em todos os controles;

k) Incubar as placas por 48 a 72 horas a 37 °C;

I) Realizar a leitura em microscépio invertido e promover registros:

P - para indicar presenca de efeito citopético (ECP);
N - para indicar auséncia de ECP;
TX - para indicar toxidez do soro;

C - para indicar contaminag&o.

3.6.8. Vaccine Matching

a) Ou avaliacdo da combinacdo antigénica determina a eficiéncia da vacina contra o virus
circulante, a partir da verificagdo da correspondéncia do virus utilizado na produgéo da vacina e um
virus isolado no campo. Serédo utilizados soros de animais vacinados, as etapas da obtencao do titulo
desses soros sdo as mesmas descritas nos itens 6.1, 6.2 e 6.3, exceto pelo nimero de repeticées das
amostras avaliadas e consequentemente célculo do titulo. S&o realizadas no minimo quatro repeticdes
de cada amostra. Os soros poés-vacinacdo devem ser derivados de pelo menos cinco animais 21-30
dias ap0s a vacinacao primaria e/ou 21-30 dias apods vacinagéo de reforcgo.

b) Os testes de combinagéo de vacinas baseados em valores de EPP sdo amplamente realizados
na América do Sul pelo PANAFTOSA. Os titulos de anticorpos dos soros de animais vacinados obtidos
utilizando o isolado de campo, séo correlacionados nas tabelas que foram solicitadas ao PANAFTOSA.
Valores de EPP médio de 75% conferem protecdo aos animais vacinados.

3.6.9. Critérios de aceitacao da Prova

a) Avaliar os resultados dos controles para considerar o ensaio valido;

b) O soro controle positivo deve apresentar variagdo compativel com a carta controle com
coeficiente de variagdo maximo de 30%;

c) A quantidade de virus deve estar entre 31,6 a 316 TCID50.

d) Controle de células apresentando tapete integro em todos os pogos isentos de contaminacao
ou toxidez.

3.6.10. Interpretagéo dos resultados
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a) Deve-se considerar como titulo, o inverso da diluicdo em que foi observado 50 % de
neutralizacdo. Esses valores devem ser convertidos em log base 10;

b) S&o considerados positivos 0s soros em que houve 50 % de neutralizacdo a partir da diluicdo
1/46;

c) Nas excecdes abaixo, podem ser considerados validos os seguintes resultados:

d) Soros reagente (titulo maior ou igual a 1,7) em placas com mais de 316 TCID50;

e) Soros ndo reagentes (titulo inferior a 1,7) em placas com menos de 31,6 TCID50;

f) Soros tOxicos: a amostra sera considerada toxica quando se observar a auséncia de

multiplicacdo celular, ou destruicdo das células por componentes do soro no po¢o de controle de
toxidez. Geralmente é caracterizada pela sedimentacao do cultivo semeado no fundo do poco.

0) Soros contaminados: soros em gue houve presenca de contaminacao bacteriana ou por fungos
impedindo a interpretagéo do resultado.

h) Para o calculo do titulo de anticorpos do vaccine matching aplicar a férmula a seguir:

i) Numero de cavidades protegidas x 0,25 (peso de cada cavidade por diluicdo, neste caso 0,25

pois foram realizadas quatro repeticdes) — 0,5 (constante titulo 50%) x 0,3 (log de 2 - intervalo da
diluicdo base 2) + 1,4 (log da menor diluigdo do soro que entrou na prova (neste caso, iniciou diluicdo
1:23 portanto log 23 = 1,4).
), Determinar o anti-log do resultado para saber o titulo de anticorpos
Exemplo:
Numero de cavidades protegidas = 15
15x0,25=3,75-05=3,25x0,3=0,975+1,4=24
AntiLog 2,4 = 251,2
Portanto o titulo de anticorpos expresso em numero aritmético sera 251,2 ou expresso em
l0gi0 2,4.
A relacdo entre o titulo obtido com o isolado de campo e o virus vacinal é entdo expressa
como um valor "r" como:

r1 = Média do titulo aritmético reciproco do soro de referéncia contra o virus de campo

Média do titulo aritmético reciproco do soro de referéncia contra o virus da vacina

k) Na interpretacdo dos resultados dos testes de reatividade cruzada, geralmente é aceito que, no
caso da Virusneutralizacdo, valores de rl maiores que 0,3 indicam que o isolado de campo é
suficientemente semelhante ao virus da vacina. Assim sendo, o uso de uma vacina com base nessa
amostra de virus, provavelmente ir4 conferir protecéo contra desafio, com o isolado de campo.

3.6.11. Emisséao dos resultados

a) Os resultados deverédo ser emitidos em documento denominado “Relatorio de Ensaio” e
expresso como, reagente, ndo reagente. Caso a amostra seja considerada reagente, deve ser descrito

a valor do titulo final, que é expresso como o logaritmo da diluicdo em que houve 100% de
Virusneutralizacéo.

3.6.12. Descarte de Amostras e Residuos

a) Antes da realizacdo do descarte de amostras e produtos de ensaio deveréo ser observados os
prazos minimos estabelecidos no item 5. Retencéo de Itens de Ensaio
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b) Todo material utilizado na realizagéo do ensaio deve ser imerso em cuba com solucao de acido
citrico 0,2%, hipoclorito de sddio 0,5% ou solugdo para descontaminagdo similar, por no minimo de 1
hora;

c) ApOs este periodo, todo o material utilizado na realizacdo do ensaio deve ser submetido ao
processo de autoclavagao apropriado e validado. A efetividade de esterilizagéo deve estar comprovada
em procedimentos préprios do laboratério;

d) O laboratério deve assegurar a biosseguridade dos residuos gerados e seguir as legislacfes
ambientais vigentes durante todo processo de descarte.

3.6.13. Retencdao de itens de ensaio

a) Soro sanguineo

Poderao ser descartados 60 dias apds a emissao do relatério de ensaio, registrando-se nos
formularios préprios e conferidas antes do descarte.

b) Amostras positivas de qualquer origem devem ser armazenadas de forma permanente,
incluindo todos os registros e documentacéo pertinente, devendo elas serem registradas e
controladas pelo laboratorio responsavel pela analise.

Identificacdo do Agente
3.7. Isolamento viral Febre Aftosa

3.7.1. Materiais

a) Luvas para procedimentos;

b) Pipetas de vidro graduadas ou descartaveis;

c) Provetas graduadas;

d) Béqueres;

e) Erlenmeyers;

f) Frascos de vidro tipo penicilina com tampa;

g) Tubo de centrifuga;

h) Ponteiras descartaveis;

i) Descartador de ponteiras;

) Reservatorios para solugdes (cubetas);

k) Papel absorvente;

) Microplacas para cultivo celular em poliestireno com 24 cavidades de fundo chato;
m) Microplacas para cultivo celular em poliestireno com 96 cavidades de fundo chato;
n) Caneta para identificacdo de vidraria;

0) Cubas para descarte de materiais resistente a autoclavacao;

p) Areia estéril;

q) Filtro para seringa (0,45 um);

r Gral e Pistilo;

S) Tesoura cirtrgica e bisturi

t) Seringa descartavel.

3.7.2. Equipamentos e instrumentos
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a) Autoclave;

b) Cabine de seguranca bioldgica classe Il A (requisito minimo);
c) Geladeira;

d) Freezer,

e) Ultrafreezer,

f) Estufa com atmosfera de COy;

g) Estufa;

h)  Banho que empregam agua;

i) Termometros;

)] Micropipetas mono e multicanais de volumes regulaveis;
k)  Pipetador automético ou manual;

) Agitador de tubos tipo vortex;

m)  Microscopio invertido.

n)  Crondmetro

0) Balanca dois pratos;

p) Centrifuga refrigerada com rotor para tubos de 50 mL;
g) Homogeneizador (Omni-mixer);

3.7.3. Insumos

a) Suspensao celular de linhagem sensivel (ZZR, BHK 21, IB-RS2);

b) Meio MEM (Meio Essencial Minimo, reconstituido de acordo com o fabricante);
c) Soro fetal bovino (SFB), livre de pestivirus (BVDV) e micoplasma;

d)  Solucao de antibiéticos e antifungicos;

e) Cepas do virus da Febre Aftosa;

f) Cloroférmio;

g)  Tri-cloro-tri-fluoretano (TTE);

3.7.4. Solucgbes

a) Meio MEM adicionado de 2% de soro fetal bovino para BHK 21 e 5% para as demais linhagens,
e tradado com soluc&o de antibidticos e antifungicos;

b)  Solucéo de salina 0,15 mol/L %;

c) Acido citrico 0,2 %;

d) Solucao de antibiéticos e antifingicos.

3.7.5. Realizagao do ensaio

3.7.5.1. Processamento do epitélio e crostas

a) Um fragmento de epitélio deve ser colocado no gral. Estocar o restante conservando o frasco
de origem em freezer. Este deve ser identificado pelo nUmero da requisicao e sigla do estado;

b)  Picotar o epitélio com auxilio de tesoura;

c) Um fragmento de aproximadamente 100 mg deve ser adicionado a um microtubo contendo 1,0
mL de Trizol e ser encaminhado ao diagnéstico molecular;

d) No caso do recebimento de amostras de epitélio de mais de um animal da propriedade pode
ser realizado um pool respeitando as proporcdes de tecido e MEM. Para biologia molecular devem ser
enviadas amostras individuais.
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e) Adicionar 1 a2 mL de MEM e, opcionalmente areia estéril, e macerar com auxilio de pistilo até
0 material ficar com aspecto de pasta.

f) Adicionar o volume de MEM suficiente para que a suspensao tenha uma proporcao aproximada
de 1/5;

g) Transferir a suspenséo do gral para um tubo de centrifuga previamente identificado;

h)  Centrifugar a 3.000 rpm sob refrigeracéo (2 °C a 8 °C) por 10 minutos;

1) Filtrar o sobrenadante e acondicionar em tubo de penicilina identificado. Manter em freezer.

3.7.5.2. Processamento de LEF

a) Amostras de LEF serdo submetidas ao isolamento de virus apenas em caso de positividade na
RT-gPCR.

b) Identificar o copo do homogeneizador e um tubo de centrifuga de 50 mL;

c) Retirar uma aliquota de 400 microlitros e acrescentar 1,0 mL de trizol que sera destinada aos
testes moleculares.

3.7.5.3. Processamento com cloroférmio

a) Colocar 8 mL de cloroférmio no copo do homogeneizador, transferir 10 mL de amostra e
emulsificar a amostra em banho de gelo durante 1 a 2 minutos a 10.000 rpm dentro da cabine de
seguranca biologica;

b)  Para verificar se houve homogeneizacdo completa da amostra, observar o aspecto “cremoso”,
sem separacao de fases, entre o cloroférmio e a amostra;

c) Caso tenha ocorrido separacgéo, adicionar um volume de 0,5 mL de soro equino e emulsificar
novamente. Repetir o processo quantas vezes forem necessarias até a amostra apresentar o aspecto
desejado;

d) Apos a homogeneizagéo, transferir a amostra do copo para um tubo de centrifuga previamente
identificado;

e) Centrifugar sob refrigeracdo (10°C) a 2.000 rpm durante 30 minutos;

f) Avaliar se houve separagédo do sobrenadante e a formacdo de um sedimento gelatinoso (que
comprova a adequada emulsificacdo da amostra);

g) Retirar uma aliquota de 400 pL e acrescentar 1,2 mL de Trizol que sera destinada ao
diagnéstico molecular;

h)  Aspirar o sobrenadante e armazenar em um tubo sob refrigeracao (2° a 8°C) até o momento da
inoculagé@o. Caso este procedimento ndo ocorra no mesmo dia conservar o material congelado até o
dia da inoculacao celular;

i) Apo6s o término do processo, realizar a descontaminagdo da CSB com alcool iodado e ligar a
lampada germicida por 10 minutos.

3.7.5.4. Processamento com TTE

a)  Medir o volume da amostra utilizando o tubo de centrifuga graduado;

b)  Transferir para o copo do Omni-Mixer;

c) Adicionar TTE ao copo na proporcao de 80% do volume da amostra;

d) Manter as amostras refrigeradas até a homogeneizacao;

e) Emulsificar a amostra em banho de gelo durante 1 a 2 minutos a 10.000 rpm dentro da CSB;

f) Para verificar se houve homogeneizagdo completa da amostra, observar o aspecto “cremoso”,
sem separacéo de fases entre o TTE e a amostra;
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g) Caso tenha ocorrido separacdo adicionar um volume de 0,5 mL de soro equino e emulsificar
novamente no homogeneizador. Repetir 0 processo quantas vezes forem necessérias até a amostra
apresentar o aspecto desejado;

h)  Apo6s a homogeneizagao transferir a amostra do copo para um tubo de centrifuga previamente
identificado;

i) Centrifugar sob refrigeracéo (10°C) a 2.000 rpm durante 30 minutos;

) Avaliar se houve separacdo do sobrenadante e a formacéo de um sedimento gelatinoso (que
comprova a adequada emulsificacdo da amostra);

k)  Retirar uma aliquota de 400 uL e acrescentar 1,2 mL de Trizol que sera destinada a biologia
molecular.

3.7.5.5. Suabes

a) Amostras de suabes serdo submetidas ao isolamento de virus apenas no caso deteccdo
molecular de algum agente;

b) Com auxilio de pinca e tesoura retirar um pequeno fragmento do suabe e adicionar a um
microtubo contendo 1,0 mL de Trizol que ser& destinado diagnéstico molecular;

c) No caso de se realizar a tentativa de isolamento retirar os fragmentos de suabe e macerar com
1 a 2 mL de MEM. Adicionar MEM para atingir a proporgéo 1/5 e centrifugar e filtrar como descrito em
6.1.

3.7.5.6. Execucéo

a) Os procedimentos podem ser realizados com células em suspensdo ou em monocamada;

b) No caso do uso de células em suspensdo, apenas acrescentar o indculo e incubar as
células em estufa;

c) Para a microplaca de 24 pocos utilizar 1 mL de células por poco e para a garrafa de 25
cm? utilizar 5 mL de células;

d) Inocular 100 uL de in6culo para microplacas de 24 pocgos ou 0,5 mL para garrafas de 25
cm?;

e) Incubar a microplaca ou garrafa por 48 a 72 horas em estufa de COg;

f) Ao final do periodo registrar os resultados;

g) Deve ser observada presenca/auséncia de efeito citopéatico (ECP) ou contaminagéo;

3.7.5.7. Segunda passagem

a) Amostras em que foi observada contaminacdo na primeira passagem nao devem ser
submetidas a segunda passagem.

b)  Congelar as microplacas ou garrafas.

c) Descongelar.

d) Visualizar ao microscopio Optico o descolamento da monocamada celular. Em caso de
necessidade repetir 0 processo de congelamento/descongelamento e/ou realizar a raspagem com o
auxilio de uma ponteira.

e) Inocular o material da 12. passagem conforme descrito no item 4.6.5.6.

f) Congelar a garrafa ou microplaca com o restante do material da 12. passagem. Certificar que a
placa esta identificada com o nUmero da requisicao e a passagem da inoculagéo.

g) Incubar a microplaca ou garrafa por 48 a 72 horas em estufa de CO.,

h) Ao final do periodo registrar os resultados.
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i) Deve ser observada presenca (Fig.1A), auséncia de efeito citopatico (Fig.1B), ou contaminacao.

3.7.5.8. Processamento das suspensdes das passagens em células para diagnostico
confirmatorio

Em caso de se observar ECP na linhagem BHK, na auséncia de resultado DETECTADO para 0s
demais agentes testados nos métodos moleculares, € necessario submeter o material da segunda
passagem para a RT-qPCR para Febre Aftosa;

a) Em caso de duvida quanto ao resultado do isolamento de virus em células realizar a
confirmacao final pelo uso do RT-gPCR para Febre Aftosa;

b) Paraa RT-gPCR, congelar e descongelar a garrafa ou microplaca, retirar uma aliquota de 400
KL da suspenséo e acrescentar 1,0 mL de Trizol;

c) Em caso de resultado DETECTADO na PCR para Febre Aftosa executar o ELISA para
tipificacéo (item 3.8) ou método molecular;

d) Em caso de resultado DETECTADO nos ensaios moleculares para qualquer agente, exceto
Febre Aftosa, inocular o material em células sensiveis ao agente detectado. Confirmar com o
isolamento viral por meio da realizagdo de novo diagnéstico molecular.

3.7.6. Critérios de aceitagdo das provas

a) As provas de identificagdo do agente serdo consideradas validas quando os cultivos celulares
sabidamente infectados (controles DETECTADOS) apresentam efeito citopatico caracterizado pelo
destacamento do cultivo celular e formacédo de células sinciciais e auséncias de ECP nos cultivos que
n&o foram infectados (controles NAO DETECTADOS ou de células).

b) Napresencade ECP devera ser realizada a confirmacéo do isolamento por método imunoldgico
conforme descrito no item 3.8 ou por método molecular.

c) Controle de células apresentando tapete integro em todos 0s pogos isentos de contaminagao
ou toxidez.

3.7.7. Interpretagédo dos resultados

a) O material sera considerado NAO DETECTADO quando ndo apresentar ECP ap6s as duas
passagens em cultivo de células (Fig. 1A);

b) O material sera considerado DETECTADO quando apresentar ECP durante as passagens em
cultivo celular, nesse caso sendo necessaria realizagdo de testes de tipificagdo (ELISA ou RT-PCR)
para confirmacéo do isolado viral.
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FIGURA 1 -Monocamada celular de células BHK-21 sem ECP (A) e com presenca de ECP para
0 sorotipo O do VFA.

(1B)

Fonte — LFDA-MG

3.7.8. Emissdo dos resultados

a) Os resultados deverdo ser emitidos em documento denominado “Relatério de Ensaio” e
expresso como, detectado ou ndo detectado isolamento viral do virus da Febre Aftosa.

3.7.9. Descarte de Amostras e Residuos

a) Antes darealizacdo do descarte de amostras e produtos de ensaio deverdo ser observados 0s
prazos minimos estabelecidos no item 3.6.10. Retencéo de Itens de Ensaio

b)  Todo material utilizado na realizacdo do ensaio deve ser imerso em cuba com solucao de acido
citrico 0,2%, hipoclorito de sddio 0,5% ou solugéo para descontaminagao similar, por no minimo de 1
hora;

c) ApoOs este periodo, todo o material utilizado na realizagdo do ensaio deve ser submetido ao
processo de autoclavacao apropriado e validado. A efetividade de esterilizacdo deve estar comprovada
em procedimentos proprios do laboratorio;

d) O laboratério deve assegurar a biosseguridade dos residuos gerados e seguir as legislacdes
ambientais vigentes durante todo processo de descarte.

3.7.10. Retencéo de itens de ensaio

a) Amostras de tecido e produtos de isolamento viral
Sugere-se 0 armazenamento permanente de soros reagentes, tecidos infectados ou isolados do
virus.

3.8. ELISA SW para tipificagéo de antigenos do virus da Febre Aftosa e Estomatite Vesicular
3.8.1. Materiais

a) Luvas para procedimentos;
b) Pipetas de vidro graduadas ou descartaveis;
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Provetas graduadas;

Béqueres;

Erlenmeyers;

Ponteiras descartaveis;

Descartador de ponteiras;
Reservatorios para solucdes (cubetas);
Papel absorvente;

Caneta para identificacdo de vidraria;
Cubas para descarte de materiais resistente a autoclavacao;
Microplacas de fundo em “U”;
Microplacas NUNC MaxSorb.

3.8.2. Equipamentos e instrumentos

a)
b)
c)
d)
e)
f)

g)
h)
i)

),

Autoclave;

Geladeira;

Estufa;

Micropipetas monocanal e multicanal de volumes regulaveis;
Pipetador automatico ou manual;

Leitora de ELISA;

Crondbmetros;

Agitador de tubos tipo vortex (opcional);

Agitador de microplacas;

Lavadora de microplacas (opcional).

3.8.3. Insumos

a)

Set de ensaio de ELISA de competicdo em fase liquida (CFL) para a deteccdo de anticorpos

contra a proteinas estruturais do virus da Febre Aftosa (VFA) e Estomatite Vesicular produzidos pelo
Centro Panamericano de Febre Aftosa contendo soros capturas e detectores especificos, soros
bloqueadores de bovino e coelho e antigeno;

b)
c)
d)
e)
f)
g)
h)
i)
),
k)
1)

m)

IgG de cabra anti-lgG de cobaio conjugado com peroxidase (Sigma n° catalogo A7289);
Pastilhas de OPD (ortofenilldiamina) de 2 ou 10mg;
Albumina Bovina Grau I;

Albumina Bovina Grau V;

Fosfato de sodio;

Acido citrico:

Carbonato de sédio grau P.A.;

Bicarbonato de sddio grau P.A;

Peréxido de hidrogénio a 30%

Tween 20 (Sigma cat. N° P-1379);

Microplacas de fundo em “U”;

Microplacas NUNC MaxSorb.

3.8.4. Solucgdes

a)

No preparo das solucdes deve ser utilizado somente os reagentes fornecidos pelo fabricante,

ou aqueles por ele indicados.
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b) Conjugados, substratos e solucdo de parada deverdo ser utilizados obedecendo-se as
condicdes do fabricante;

c) No preparo da solucdo de lavagem deve-se assegurar que nao existem cristais precipitados na
solucéo;

d) PBST (Tampéo salina fosfatada pH 7,4 com 1% de ovoalbumina Grau Il e 0,05% de Tween 20)

e) Tampdo PBST;

f) Solucéo salina fisioldgica 0,85% pH 7,2 — 7,4;

g) Tampéao carbonato-bicarbonato pH 9,6;

h)  Perdéxido de hidrogénio a 30%

i) Solucéo de &cido sulfarico 1,5 mol/L

3.8.5. Realizacdo do ensaio
3.8.5.1 Sensibilizagdo das placas com anticorpos captura — microplacas NUNC MaxSorb

a) Identificar as placas em ordem sequencial.

b)  Descongelar os soros captura a temperatura ambiente.

c) Preparar as diluicbes de uso de cada soro captura em tampdao carbonato-bicarbonato, conforme
recomendacdes do fabricante. Homogeneizar em agitador magnético.

d) Distribuir 100 puL dos soros capturas da seguinte maneira:

e) Colocar em cada poco da placa 100 pL de soro de captura diluido em tampé&o carbonato,
distribuido como indicado a seguir: Soro de captura “O” (colunas 1 e 7), Soro de captura “A” (colunas
2 e 8), Soro de captura “C” (colunas 3 e 9), Soro de captura “NJ” (colunas 4 e 10), Soro de captura
“IND” (colunas 5 e 7), e Soro de captura “negativo” (colunas 6 e 12),

f) Empilhar as placas em grupos de 10, no m11ximo, e selar a placa superior.

g) Incubar por 16 a 20 horas entre 4 °C e 8 °C.

h)  Retirar da geladeira e manté-las a temperatura ambiente por 1h.

i) Descartar o contetdo das placas e lava-las uma vez com 2 dos soros00 pL de solucao salina
fisiol6gica por poco.

) Descartar o contetudo das placas e baté-las sobre papel absorvente ou toalha.

k)  Adicionar 100 pL por poco de PBS com 1% de ovoalbumina Grau V.

)i Incubar por 1h a temperatura ambiente.
m) Descartar o contetdo das placas e lava-las uma vez com 200 pL de solugéo salina fisiolégica
por pogo.

n) Descartar o conteudo das placas e baté-las sobre papel ou toalha absorvente.
0) As placas podem ser utilizadas imediatamente ou podem ser armazenadas. Para isto, cobri-las
com fuLme plastico e armazena-las a — 20°C em posi¢ao invertida.

3.8.5.2. Preparo do tampéo bloqueador (PBSTB)

a) Descongelar o PBST a temperatura ambiente;
b)  Adicionar 2 mL de soro de coelho e 2 mL de soro de bovino para 100 mL do tampéo PBST e
homogeneizar antes do uso.

3.8.5.3. Execucéo

a) Descongelar as placas de fase solida previamente sensibilizada 20 minutos na geladeira, 20
minutos a temperatura ambiente e 20 minutos na estufa a 37 ° C + 1 °C (deixa-las sempre invertidas
sobre papel toalha);
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b)  Diluir os antigenos em PBSTB de acordo como recomendado pelo fabricante. Distribuir 50 pL
dos antigenos, “O” na coluna 7G e 7H, “A” na coluna 8G e 8H, “C” na coluna 9G e 9H, “NJ” na coluna
10G e 10H, “IND” na coluna 11G e 11H, e “NEG” na coluna 12G e 12H;

c)  Distribuir 50 pL da amostra nao diluida, nos pogos: amostra 1, (Al a A6 e B1 a B6), amostra 2,
(C1aC6eD1aDb6), amostra 3, (E1 a E6 e F1 a F6), amostra 4, (G1 a G6 e H1 a H6), amostra 5, (A7
aAl2 e B7 aBl12), amostra6, (C7 aCl2 e D7 aD12) e amostra 7 (E7 a E12 e F7 a F12);

d) Incubar por 30 = 2 minutos, 37 °C = 1 °C, sob agitacao;

e) Preparar a diluicdo dos soros detectores conforme recomendacéo do fabricante. Incubar a 37°C
+ 1 °C até o momento do uso;

f) Lavar a placa trés vezes com salina fisiolégica com Tween 20 a 0,05% (1 mL de Tween para 2
litros de salina) e em seguida seca-la em papel toalha;

g) Distribuir 50 pL de cada soro detector nas respectivas colunas, de acordo com protocolo de
sensibilizacao (item 5.1);

h)  Incubar por 30 + 2 minutos, 37 °C £ 1 °C, sob agitagdo. Preparar a dpLuicdo do conjugado e
incubé-lo a 37 °C + 1 °C até o momento do uso;

i) Lavar a placa trés vezes com salina fisioldgica com Tween 20 a 0,05% e secar a placa em papel
toalha;

)] Distribuir 50 puL do conjugado em todos os pocgos da placa;

k) Incubar por 30 + 2 minutos, 37 °C + 1 °C, sob agitacao;

)i Preparar a solucdo de substrato-cromégeno como descritas no (anexo 009);

m) Lavar a placatrés vezes com salina fisiolégica com Tween 20 a 0,05% e secar a placa em papel
toalha;

n)  Adicionar o OPD ao tampdo acido e, em seguida, o peréxido de hidrogénio. Homogeneizar;

0) Distribuir 50 pL do substrato em todos os pogos da placa;

p) Incubar a temperatura ambiente por 15 minutos, sob protecéo da luz;

g) Adicionar 50 pL da solug&o de &cido sulfarico 1,5 mol/L em todos os pogos da placa

r Proceder a leitura das placas em leitor de ELISA com filtro de 492nm.

QUADRO 1 Esquema de distribuicdo dos soros e controles

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A S1 | S1|S1|S1|S1|S1 | S5 | S5 S4 S4 S4 S4

B S1 | S1|S1|S1|S1|S1| S5 | S5 S4 S4 S4 S4
C S2 | S2 | S2 | S2 | S2 | S2 | S6 | S6 S6 S6 S6 S6
D S2 | S2 | S2 | S2 | S2 | S2 | S6 | S6 S6 S6 S6 S6
E S3 | S3|S3|S3|S3 | S3 | S7 | S7 S6 S6 S6 S6

F S3 | S3|S3|S3|S3|S3 | S7 | S7 S6 S6 S6 S6

G S4 | S4 | S4 | S4 | S4 | S4 @] A C NJ IND | NEG

H S4 | S4 | S4 | S4 | S4 | S4 @) A C NJ IND | NEG

3.8.6. Critérios de aceitacdo do Ensaio
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a) Calcular a média dos valores de densidade 6tica (DO) para cada amostra testada/sorotipo,
somando os dois poc¢os correspondentes em cada coluna e dividindo por 2 (no caso do teste em
duplicata);

b) A DO do controle negativo deve ser < 0,1;

c) A DO dos controles de antigeno deve ser > 0,5.

3.8.7. Interpretacéo dos resultados

a) Calcular a média dos valores de densidade 6tica (DO) para cada amostra testada/sorotipo,
somando os dois poc¢os correspondentes em cada coluna e dividindo por 2 (no caso do teste em
duplicata);

b) Detectado, amostras com valor de DO > 0,3;

c) Na&o detectado, amostras com DO < 0,2;

d) Inconclusivas, amostras com valor de DO entre 0,2 e 0,3, e aquelas que todos 0s outros
sorotipos apresentarem DO < 0,1.

e) Amostras concentradas podem apresentar valores de DO > 0,3 para mais de um sorotipo. Neste
caso, essas amostras devem ser diluidas 1:5 ou 1:10 para confirmacg&o do sorotipo

3.8.8. Emisséo dos resultados

a) Os resultados deverdo ser emitidos em documento denominado “Relatério de Ensaio” e
expresso como o valor da D.O da amostra, como DETECTADO, NAO DETECTADO, INCONCLUSIVO.

3.8.9. Descarte de Amostras e Residuos

a) Antes da realizacéo do descarte de amostras e produtos de ensaio deverdo ser observados os
prazos minimos estabelecidos no item 3.7.10. Retenc¢é&o de Itens de Ensaio

b)  Todo material utilizado na realizacao do ensaio deve ser imerso em cuba com solucéo de acido
citrico 0,2%, hipoclorito de sddio 0,5% ou solugdo para descontaminagdo similar, por no minimo de 1
hora;

c) ApOs este periodo, todo o material utilizado na realizacdo do ensaio deve ser submetido ao
processo de autoclavacao apropriado e validado. A efetividade de esterilizacdo deve estar comprovada
em procedimentos préprios do laboratério;

d) O laboratério deve assegurar a biosseguridade dos residuos gerados e seguir as legislacfes
ambientais vigentes durante todo processo de descarte.

3.8.10. Retencdo de itens de ensaio
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a) Amostras positivas de qualquer origem devem ser armazenadas de forma permanente,
incluindo todos os registros e documentacdo pertinente, devendo as mesmas serem registradas e
controladas pelo laboratério responsavel pela anélise.

3.9. Técnica de PCR convencional para deteccédo do virus da Febre Aftosa (VFA)

3.9.1. Materiais

a)
b)
c)
d)
e)
f)
g9)

Luvas de procedimento nitrilicas ou de latex isentas de po;
Microtubos de volumes variados ou microplacas;

Microplacas ou microtubos para leitura 6ptica de RT-qPCR,;
Tampas adesivas para microplacas para leitura dptica de RT-gPCR;
Ponteiras com filtro, estéreis, livres de DNAses e RNAses;

Estantes para microtubos;

Gaze ou papel toalha.

3.9.2. Equipamentos e instrumentos

a)
b)

c)
d)
e)
f)
g9)
h)
)
)
k)
)
m)
n)

0)

Autoclave;

Cabine de seguranca biolégica com filtro HEPA classe Il (requisito minimo) ou estacdo de
trabalho para PCR (Workstation PCR) com luz UV germicida;

Geladeira;

Freezer;

Micropipetas mono e multicanais de volumes regulaveis;

Pipetador automatico ou manual,

Termociclador;

Balanca de preciséo;

Centrifuga refrigerada com rotores para microtubos;

Agitador de microtubos;

Micro-ondas;

Cuba e fonte para eletroforese;

Microcomputador;

Sistema de fotodocumentacéo;

Equipamento para extracdo automatizada de acidos nucleicos (opcional).

3.9.3. Insumos

a)
b)
c)
d)
e)
f)

g9)
h)
i)

)

k)

Agua livre de nucleases;

Mix de dNTP;

Oligonucleotideos para RT-PCR (QUADRO 1);
Kit de RT-PCR,;

Kit de extragdo de RNA (automatica);

Trizol (manual);

Corante para &cidos nucleicos;

Marcador de peso molecular;

Tampao de carregamento (“loading buffer’);
Gel de agarose;

Controle positivo para VFA (sempre utilizar RNA viral para averiguar eficiéncia da
transcricao reversa);
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3.9.4. Solucdbes

a) Solucao de alcool 70° INPM,;
b) Solucédo descontaminante de DNA e DNAses;

3.9.5. Realizacéo do ensaio
3.9.5.1. Extracao de RNA

a) A extracdo pode ser realizada de forma automatizada ou manual, através de kits de extracéo
de RNA ou reagentes especificos para o tipo de material a ser analisado, seguindo as
recomendacdes do fabricante;

b) N&o utilizar reagentes apds a data de validade e ndo misturar reagentes de lotes diferentes;

¢) Adicionar as seguintes amostras controle a cada procedimento de extragdo: controle negativo
(dgua ou tecido bovino ou suino).

3.9.5.2. Reacdo de amplificagdo de acido nucleico (PCR)

a) Realizar o ensaio em duas areas separadas: uma para o preparo do mix de reacao (sala de
pré-PCR), isenta de material genético e amplicons, e outra para a transferéncia de DNA para
placa ou microtubos (sala de PCR);

b) Antes e apds o preparo do mix de reacdo, descontaminar a cabine e os materiais a serem
utilizados com solugéo descontaminante (para DNA, RNA, proteinas e nucleases) e/ou alcool
70%;

c) As micropipetas utilizadas para o preparo do mix de reacdo e adicdo das amostras devem ser
exclusivas para tais finalidades.

3.9.5.3. Preparo do mix de reagéo

a) Preparar o mix de reacdo de acordo com protocolos validados e especificos para o agente
pesquisado (VFA) em quantidade suficiente para o nimero de amostras a serem testadas,
considerando algumas a mais;

b) Adicionar o mix de reacéo a cada poc¢o da microplaca (ou microtubos);

c) Devem ser incluidos nas analises:

I.  Controle positivo para VFA,
Il. Controle NAO DETECTADO da extracao;
lll.  Branco (agua livre de nucleases);
IV.  Controle DETECTADO e NAO DETECTADO do kit utilizado (se houver).

3.9.5.4. Reacdo de PCR

a) ApOs o preparo do mix, adicionar o0 RNA nos poc¢os da placa ou em microtubos identificados
com a numeracao da amostra a ser testada;

b) Realizar a amplificacdo em termociclador certificado, conforme as especificacbes de
temperatura do protocolo utilizado.
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3.9.5.5. Eletroforese

a) Preparar o gel de agarose em concentragdo adequada ao protocolo de PCR utilizado. Adicionar
um corante para acidos nucleicos em proporcao suficiente para visualizacdo das bandas;

b) Para a corrida das amostras, adicionar tampé&o de carregamento (loading buffer) ao produto de
PCR;

¢) Aplicar marcador de peso molecular em um dos pocos do gel;

d) Realizar a corrida em cuba de eletroforese, utilizando o tempo e a voltagem adequados para o
volume do gel e o protocolo de PCR utilizado;

e) Visualizar o gel sob luz ultravioleta, fotografar com o auxilio de um fotodocumentador e analisar
o resultado.

3.9.6. Critérios de aceitacao da prova

a) As amostras de controle positivo para VFA devem apresentar bandas de tamanhos
correspondentes aos amplicons do protocolo utilizado;

b) As amostras de controle negativo (controle negativo da extragcdo e branco) ndo devem
apresentar bandas de amplificacao.

3.9.7. Interpretagéo dos resultados

a) Comparar os resultados das amostras testadas ao das amostras controle, a fim de classifica-
las como positivas ou negativas;

b) A leitura das bandas deve ser clara e livre de amplicons inespecificos para o teste ser
considerado satisfatorio;

C) Qualquer amostra questionavel devera ser retestada.

3.9.8. Emissao dos resultados

a) Os resultados deverao ser emitidos em documento denominado “Relatério de Ensaio” e
expressos como “DETECTADO” ou “NAO DETECTADO”;

b) Expressar a quantidade de aliquotas positivas ou negativas dentre o total de aliquotas
analisadas.

3.9.9. Descarte das amostras e Residuos

a) Apo6s um periodo minimo de 90 dias da realizagéo das andlises, as amostras negativas poderao
ser descartadas, registrando-se nos formularios préprios e conferidas por dois analistas antes
do descarte;

b) Os materiais descartados devem ser separados adequadamente entre residuos quimicos e
bioldgicos;

c) O laboratério deve assegurar a biosseguridade dos residuos gerados e seguir as legislacdes
ambientais vigentes para o descatrte.

3.10. Técnica de RT-gPCR para VFA
3.10.1. Materiais

a) Luvas de procedimento nitrilica ou de latex isentas de po;
b) Microtubos de volumes variados ou microplacas;
c) Microplacas ou microtubos para leitura optica de RT-qPCR;
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d) Tampas adesivas para microplacas para leitura éptica de RT-qPCR,;
e) Ponteiras com filtro, estéreis, livres de DNAses e RNAses;

f) Estantes para microtubos;

g) Gaze ou papel toalha.

3.10.2. Equipamentos e instrumentos

a) Autoclave;

b) Cabine de seguranca biolégica com filtro HEPA classe Il (requisito minimo) ou estacéo de
trabalho para PCR (Workstation PCR) com luz UV germicida;

c) Geladeira;

d) Freezer,

e) Micropipetas mono e multicanais de volumes regulaveis;

f) Termociclador para PCR em tempo real;

g) Centrifuga refrigerada com rotores para microtubos;

h) Agitador de microtubos;

i) Microcomputador;

j) Equipamento para extragdo automatizada de &cidos nucleicos (opcional).

3.10.3. Insumos

a) Agua livre de nucleases;

b) Oligonucleotideos para RT-qPCR (QUADRO 1);

c) Controle positivo para FA (sempre utilizar RNA viral para averiguar eficiéncia da transcricdo
reversa);

d) Kitde RT-qPCR;

e) Kit de extracdo de RNA (automaética);

f) Trizol (manual);

g) Recomenda-se 0 uso de reagfes de passo Unico (one step) para sintese e amplificagdo de
cDNA no mesmo tubo.

3.10.4. Solucbes

a) Solucéo de alcool 70° INPM,;
b) Solugéo descontaminante de DNA e DNAses;

3.10.5. Realizacéo do ensaio
3.10.5.1. Extracdo de RNA

a) A extracdo pode ser realizada de forma automatizada ou manual, através de kits de extracdo
de RNA ou reagentes especificos para o tipo de material a ser analisado, seguindo as
recomendacdes do fabricante;

b) N&o utilizar reagentes apés a data de validade e ndo misturar reagentes de lotes diferentes;

¢) Adicionar as seguintes amostras controle a cada procedimento de extracdo: controle negativo
(2dgua ou tecido bovino ou suino).
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3.10.5.2. Reacao de amplificacdo de acido nucleico por RT-qPCR

a) Realizar o ensaio em duas areas separadas: uma para o preparo do mix de reacao (sala de
pré-PCR) isenta de material genético e amplicons, e outra para a transferéncia de DNA para
placa ou microtubos (sala de PCR);

b) Antes e apds o preparo do mix de reagdo, descontaminar a cabine e os materiais a serem
utilizados com solucdo descontaminante (para DNA, RNA, proteinas e nucleases) e/ou alcool
70° INPM

c) As micropipetas utilizadas para o preparo do mix de reacdo e adicdo das amostras devem ser
exclusivas para tais finalidades.

3.10.5.3. Preparo do mix de reagéo

a) Preparar o mix de reacdo de acordo com protocolos validados e especificos para o agente
pesquisado (VFA) em quantidade suficiente para o nUmero de amostras a serem testadas,
considerando algumas a mais;

b) Apos o preparo do mix, adicionar o RNA nos pogos da placa ou em microtubos para leitura
Optica;

c) A adicdo de DNA e das amostras controle deve ser realizada em uma area distinta do preparo
do mix (sala de PCR);

d) Devem ser incluidos nas analises:

I.  Controle positivo para VFA,
Il.  Controle negativo da extracéo;
lll.  Branco (agua livre de nucleases);
IV.  Controle positivo e negativo do kit utilizado (se houver).

3.10.5.4. Reacédo de RT-qPCR

a) Selar a placa com adesivo 6ptico ou fechar a tampa dos microtubos. Verificar se ha bolhas no
fundo do pogo e/ou goticulas na parede dos pogos da placa ou tubo. Caso isto ocorra,
centrifugar brevemente para reduzir as bolhas e para que o conteldo se posicione na parte
inferior da placa ou tubo;

b) Iniciar e entrar com os dados no software do termociclador (identificacdo das amostras e
selecdo dos fluoréforos), conforme especificacées do fabricante;

¢) Inserir a placa ou os tubos no termociclador, salvar o arquivo e iniciar a corrida;

d) Ao finalizar, salvar os dados e interpretar os resultados.

3.10.6. Critérios de aceitacdo da prova

a) Para avalidacdo do ensaio, o controle positivo deve apresentar uma curva sigmoide (em forma
de S) e um Cq satisfatorio;

b) O controle negativo deve ter Cq indeterminado ou maior que o limite do kit. O gréafico do controle
negativo deve apresentar tracos de fluorescéncia na linha de base durante todo o ensaio. Esses
tracos ndo devem apresentar curva sigmoide ou um aumento gradual na fluorescéncia.

3.10.7. Interpretacéo dos resultados

a) Ao analisar os resultados da corrida, o operador deve avaliar os seguintes componentes:
controle positivo, controle negativo, controle da extracdo, background de fluorescéncia e
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graficos de amplificacdo de cada amostra individualmente. Ap6s a validacdo do ensaio,
interpretar os resultados conforme especificacdes do fabricante;

b) O limiar de Cq a ser considerado positivo deve ser avaliado conforme definido na verificacdo
desempenho da técnica ou conforme consta a literatura;

c) Qualquer amostra questionavel devera ser retestada;

d) Amostras positivas devem ser submetidas a sequenciamento para genotipagem viral.

3.10.8. Emissao dos resultados

a) Os resultados deverao ser emitidos em documento denominado “Relatério de Ensaio” e
expressos como “DETECTADO” ou “NAO DETECTADO’;

b) Expressar a quantidade de aliquotas positivas ou negativas dentre o total de aliquotas
analisadas.

3.10.9. Descarte das amostras e Residuos

a) Apo6s um periodo minimo de 90 dias da realizagéo das andlises, as amostras negativas poderao
ser descartadas, registrando-se nos formularios préprios e conferidas antes do descarte;

b) Os materiais descartados devem ser separados adequadamente entre residuos quimicos e
biolégicos;

c) O laboratério deve assegurar a biosseguridade dos residuos gerados e seguir as legislacdes
ambientais vigentes para o descarte.
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QUADRO 1: Sugestédo de oligonucleotideos paa RT-PCR e RT-qPCR para detec¢do molecular

do VFA
. , Tipo de N Referén
Oligonucleotideo PCR Sequéncia cia
FMDV.3D.107.F ACTGGGTTTTACAAACCTGTGA
FMDV.3D.107.R GCGAGTCCTGCCACGGA
RT-gPCR Czlgggn’
FMDV.3D.107.S FAM-TCCTT TGCAC GCCGT
GGGAC-BHQ1
FMDV.5UTR.F CACYT YAAGR TGACA YTGRT
ACTGG TAC
FMDV.5UTR.R RT-gPCR | CAGAT YCCRA GTGWC ICITG TTA ';g(')dl
FMDV.5UTR.S FAM-CCTCG GGGTA CCTGA
AGGGCATCC-lowa Black
FMDV.3D.88.F ACTGGGTTTTAWAAACCTGTGATG
FMDV.3D.88.R TCAACTTCTCCTGKATGGTCCCA Moniwa,
RT-gPCR 2007
FMDV.3D.88.S FAM-ATCCTCTCCTTTGCACGC-
lowa Black
FMDV.IRES.145.F TAA CAW GGA CCC RCS GGG CC
FMDV.IRES.145.R TGA AGG GCATCC TTAGCC TG Wernike,
RT-gPCR 2013
FMDV.IRES.145.S FAM - CAT GTG TGC AAY CCC
AGC ACR G - BHQ
FMDV.UTR.328.F GCCTGGTCTTTCCAGGTCT Rei
eid,
RT-PCR 2000

FMDV.UTR.328.R

CCAGTCCCCTTCTCAGATC
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CAPITULO 2.6.2.
ESTOMATITE VESICULAR - EV

1. Amostras

Sao consideradas amostras para o diagnostico da Estomatite Vesicular.

1.1. Deteccgéo da Resposta Imune

a)  Soro sanguineo

1.2. Identificagcdo do Agente

a) Epitélio;

b)  Liquido de Vesiculas;

c) Suabe de vesiculas rompidas

2. Recebimento das Amostras

2.1. Disposic¢Oes Gerais

2.1.1. Para atendimento aos Programas e Controle Oficiais do MAPA os Laboratdrios
credenciados somente receberdo as amostras previstas na legislacdo em vigor para as finalidades e
ensaios previstos no seu escopo de credenciamento.

2.1.2. Deveréo ser obedecidos os critérios estabelecidos no capitulo de verificagdo de conformidade
de amostras.

3. Técnicas de Diagnostico
3.1. Disposic¢des Gerais

3.1.1. Somente poderdo ser utilizados insumos de diagnéstico que tenham registro no MAPA,
segundo legislacdo em vigor;

3.1.2 Todos os insumos utilizados na andlise devem ser controlados e previamente testados e
aprovados;

3.1.3. O laboratério devera realizar os ensaios obedecendo as temperaturas preconizadas pelo
fabricante dos insumos

a) Quando esta informacdo ndo constar na bula o laboratorio devera consultar o fabricante,
mesmo que a indicacdo seja de realizacdo a temperatura ambiente

b) Quando néo informado pelo fabricante, serdo considerados como temperatura ambiente,
valores de temperatura entre 18 a 25°C.

3.1.4 Antes da utilizacdo dos insumos, realizar a avaliacdo de todos os parametros referentes aos
lotes e valores de ponto de corte dos critérios interpretacdo dos resultados;

3.1.5 O laboratério deve estabelecer um meio de avaliacdo apropriado para todos o0s insumos
utilizados nos ensaios;

3.1.6. Devem ser retidos os registros dos controles dos ensaios realizados, devendo ser registrada
data e responsavel de todas as etapas realizadas para cada amostra analisada;
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3.1.7. Os resultados encontrados para cada amostra e controles, dados dos insumos utilizados e
outras informacdes pertinentes devem ser registrados em formulérios proprios do laboratdrio.

Deteccédo da Resposta Imune

3.2. Teste de Virusneutralizacéo
3.2.1. Materiais

a) Luvas para procedimentos;

b) Pipetas de vidro graduadas ou descartaveis;

c) Provetas graduadas;

d) Béqueres;

e) Erlenmeyers;

f) Frascos de vidro tipo penicilina com tampa;

g) Ponteiras descartaveis;

h) Descartador de ponteiras;

i) Reservatorios para solucdes (cubetas);

i) Papel absorvente;

k) Microplacas para cultivo celular em poliestireno cristal com 96 cavidades de fundo chato;
)i Caneta para identificagcdo de vidraria;

m) Cubas para descarte de materiais resistente a autoclavacao.

3.2.2. Equipamentos e instrumentos

a) Autoclave;

b) Cabine de seguranca bioldgica classe Il B1 (requisito minimo);
c) Geladeira;

d) Freezer;

e) Estufa com atmosfera de CO;

f) Estufa;

g) Banho seco ou que empregam agua;

h)  Termdmetros;

i) Micropipetas mono e multicanais de volumes regulaveis;
) Pipetador automatico ou manual;

k)  Agitador de tubos;

)i Microscopio invertido;

m) Balanca analitica;

n)  Centrifuga refrigerada.

3.2.3. Insumos

a)  Suspenséo celular de linhagem sensivel (VERO, MDBK);

b) Meio MEM (Meio Essencial Minimo, reconstituido de acordo com o fabricante);
c) Soro fetal bovino (SFB) livre de pestivirus (BVDV) e micoplasma;

d) Solugdo de antibidticos e antifungicos;

e) Virus da Estomatite Vesicular.

3.2.4. Solugdes
a) Meio MEM com piruvato com 5% de soro fetal bovino e antimicrobianos;
b) Solucéo de salina 0,15 mol/L %;
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c) Acido citrico 0,2 %;
d) Solugéo salina 0,85 % fosfatada tamponada (PBS) pH 7,2-7,4;
e) Solucdo de antibibticos e antifingicos.

3.2.5. Realizacdo do ensaio
3.2.5.1 Método de Triagem

a) Inativar as amostras em banho Maria ou banho seco a 56 °C + 2 °C durante 30 minutos.

b) Apenas os soros em teste e controle sdo diluidos na placa;

¢) Adicionar 25,0 uL de MEM em toda a placa (QUADRO 1);

d) Adicionar 25 pL de soro nas linhas A (soro 1 al2) e E (soro 13 a 24).

€) Homogeneizar e transferir 25 pL da linha A para B, e da B para C, e da C para D e ao final
descartar 25L;

f) Da mesma forma do item anterior, homogeneizar e transferir da linha E até a H e descartar 25
ML;

g) Distribuir os controles, controle celular e a retrotitulacdo de acordo com apresentado no Método
guantitativo (QUADRO 2);

h) Proceder ao ensaio como indicado no Método quantitativo do item “i” ao item “0”;

)  Soros reagentes na triagem com titulo igual ou maior do que 32 podem ser avaliados para se
chegar ao titulo final pelo método de quantificagéo.

3.2.5.2 Método quantitativo

a) Apenas os soros em teste e controle séo diluidos na placa;
b) Para amostras que ndo foram avaliadas quanto a toxidez proceder como descrito abaixo;

c) Adicionar 37,5 uL de MEM na linha A (controle de toxidez, deve ser realizado apenas nos soros
em andlise, ndo é realizado nos soros controle, retrotitulacdo e controle de células).

d) Adicionar 25 pL de MEM nas demais linhas da placa;

e) Distribuir as amostras (exemplo, soros 1 e 2) e controles como descrito no QUADRO abaixo.

f)  Adicionar 12,5 pL de soro (por poco) na linha A e 25 pL de soro (por po¢o) na linha B;

g) Homogeneizar e transferir 25 yL da linha B para C, e assim sucessivamente até a linha H. Ao
final descartar 25 pL.

h) Para o controle de células (CC), adicionar 50 uL de MEM. Reservar pelo menos uma coluna
como controle de células (CC). Nessa coluna ndo deve ser adicionado virus ou soro;

i) Retirar um criotubo do virus da Estomatite Vesicular do ultrafreezer, o qual ja devera ter sido
titulado pelo método de Reed-Muenchen. Este método serd também empregado na titulagdo da
diluicdo de trabalho do virus (retrotitulacao);

) Diluir o virus de acordo com o titulo para que no ensaio sejam utilizados aproximadamente
1000 TCIDso/25 pL (DT- diluigéo de trabalho);

k) Adicionar 25 pL da diluigao trabalho do virus aos pogos, com exceg¢ao do controle de toxidez
dos soros, da coluna de controle de células e da retrotitulacéo;

) Incubar as microplacas a 37 ° C £ 1 °C, em estufa com 5% de atmosfera de CO, por um
periodo de 1 hora;

m) Adicionar a todos os pogos 150 pL de suspensao celular contendo 300 x 10° células/mL com
5 % SFB iniciando-se pela coluna referente ao controle de células;

n) Incubar as microplacas a 37 ° C + 1 °C, em estufa com 5% de atmosfera de CO- por 72 horas;
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0) Apbs o término do periodo de incubacdo realizar a leitura da microplaca em microscoépio de
luz com imagem invertida.

3.2.5.3. Retrotitulagcéo

a)  Aretrotitulacdo deve ser feita em uma das placas do ensaio. O QUADRO 1 apresenta o0 modelo
de distribuicdo das diluicbes obtidas a partir da diluicdo de trabalho;

b) Preparar trés diluicbes do virus em base 10 a partir da diluicdo de trabalho (DT) realizar
diluicdes em base 10 (101 102 , 103, 10*);

C) Adicionar 25 yL de MEM em quatro colunas de uma microplaca, conforme indicado no
QUADRO 1;

d) Adicionar 25 uL de cada uma das diluicdes do virus em uma coluna, comecando pelo virus
mais diluido, de forma que possam ser utilizadas as mesmas ponteiras e o0 mesmo reservatério para
todas as diluigbes do virus.

€) Apos o término do periodo de incubagéo realizar a leitura da microplaca em microscépio de
luz com imagem invertida;
f) Calculo do titulo deve ser feito pelo método de Reed-Muenchen com base na presenca ou

auséncia de crescimento viral nas colunas inoculadas com as diluigées do virus.

QUADRO 1. Distribuicao das amostras pelo método de Triagem
1 2 3 4 5 6 7 8 9| 10| 11| 12

10| 11| 12 1/4
10| 11| 12 1/8
10| 11| 12 1/16
10| 11| 12 1/32
13| 14| 15| 16| 17| 18| 19| 20| 21| 22| 23| 24 1/4
13| 14| 15| 16| 17| 18| 19| 20| 21| 22| 23| 24 1/8
13| 14| 15| 16| 17| 18| 19| 20| 21| 22| 23| 24 1/16
13| 14| 15| 16| 17| 18| 19| 20| 21| 22| 23| 24 1/32
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QUADRO 2. Distribuicdo das amostras pelo Método Quantitativo

5 6 7 8 9 | 10 | 11 | 12
CN|ICP|-1|-2|-3|-4|CC|CC|TX|Log
CN(CP|-1|-2|-3|-4|CC|CC|14|06
CN|CP|-1]|-2|-3]| -4 |CC|CC|18]09
CN|CP|-1]|-2|-3]| -4 |CC|CC|1/16]|1.2
CN(CP|-1|-2|-3|-4|CC|CC|1/32|15
CN|CP|-1|-2|-3| -4 |CC|CC|l62| 18
CN|CP|-1]|-2|-3]| -4 |CC|CC[1/128 21
CN(CP| -1 | -2 | -3 | -4 |CC|CC|/256 24
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3.2.6 Critérios de aceitacao da Prova

a) A provaestaravalida quando aretrotitulagéo do virus de prova na diluicdo de trabalho apresentar
as doses infectantes dentro da variacdo 10 2*°5, que corresponde a 750 a 1330 TCIDs¢/50 uL

b) O soro reagente deve apresentar titulo superior a 32;

c) O soro ndo reagente deve apresentar titulo inferior a 32;

d) Controle de células apresentando tapete integro em todos 0s po¢os isentos de contaminagéo ou
toxidez.

3.2.7. Interpretacédo dos resultados

a) Soro REAGENTE, com 50 % de neutralizag&o traduzida por auséncia de efeito citopatico (ECP)
nas diluicdes a partir de 1:32 (titulo 1,5);

b) Soro ndo REAGENTE, com auséncia de neutralizacdo traduzida por presenca de efeito
citopatico (ECP) nas diluiges a inferiores a 1:32 (titulo 1,5);

c) A amostra sera considerada téxica quando se observar a auséncia de multiplicacao celular, ou
destruicdo das células por componentes do soro no poco de controle de toxidez. Geralmente é
caracterizada pela sedimentag&o do cultivo semeado no fundo do poco.

d) Amostra contaminada - a amostra sera considerada contaminada quando se observar o
crescimento bacteriano ou fingico no po¢o amostra processada.

FIGURA 1 - Cultivo de células VERO sem ECP (1A) e com a presenca de ECP (1B) causado
pelo virus da Estomatite vesicular.

(1A) (1B)

Fonte — LFDA-MG
3.2.8. Emissao dos resultados

a) Os resultados deverdo ser emitidos em documento denominado “Relatério de Ensaio” e
expresso como, “REAGENTE” ou “NAO REAGENTE”. Caso a amostra seja considerada reagente,
deve ser descrito a valor do titulo final, que € expresso como o logaritmo da diluigdo em que houve
100% de Virusneutralizacéo.

3.2.9. Descarte de Amostras e Residuos
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a) Antes da realizacdo do descarte de amostras e produtos de ensaio deverdo ser observados os
prazos minimos estabelecidos no item 5. Retencéo de Itens de Ensaio

b)  Todo material utilizado na realizacdo do ensaio deve ser imerso em cuba com solucdo de acido
citrico 0,2%, hipoclorito de sddio 0,5% ou solugdo para descontaminagdo similar, por no minimo de 1
hora;

c) ApOs este periodo, todo o material utilizado na realizagdo do ensaio deve ser submetido ao
processo de autoclavacao apropriado e validado. A efetividade de esterilizacdo deve estar comprovada
em procedimentos préprios do laboratorio;

d) O laboratério deve assegurar a biosseguridade dos residuos gerados e seguir as legislacdes
ambientais vigentes durante todo processo de descarte.

3.2.10 Retencdo de itens de ensaio

a) Amostras de soro poderdo ser descartados 60 dias ap0s a emissado do relatério de ensaio,
registrando-se nos formularios préprios e conferidos antes do descarte.

Identificacdo do Agente

3.3. Isolamento viral
3.3.1. Materiais

a) Luvas para procedimentos;

b) Pipetas de vidro graduadas ou descartaveis;

c) Provetas graduadas;

d) Béqueres;

e) Erlenmeyers;

f) Placas de Petri;

g) Frascos de vidro tipo penicilina com tampa;

h) Tubo de centrifuga,;

i) Tubos de ensaio;

i) Ponteiras descartaveis;

k) Descartador de ponteiras;

)i Reservatorios para solucdes (cubetas);

m) Papel absorvente;

n) Microplacas para cultivo celular em poliestireno com 24 cavidades de fundo chato;
0) Microplacas para cultivo celular em poliestireno com 96 cavidades de fundo chato;
p) Caneta para identificagédo de vidraria;

q) Cubas para descarte de materiais resistente a autoclavacao;
r) Areia estéril;

S) Filtro para seringa (0,45 pm);

t) Gral e Pistilo;

u) Tesoura cirurgica e bisturi

V) Seringa descartavel;

3.3.2. Equipamentos e instrumentos
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a) Autoclave;

b) Cabine de seguranca bioldgica classe Il A (requisito minimo);
c) Geladeira;

d) Freezer,

e) Estufa com atmosfera de COy;

f) Estufa;

g) Banho seco ou que empregam agua;

h)  Termdmetros;

i) Micropipetas mono e multicanais de volumes regulaveis;
)] Pipetador automético ou manual;

k)  Agitador de tubos;

) Microscépio invertido.

m) Crondmetro

n) Balanca analitica;

0) Centrifuga refrigerada.

3.3.3. Insumos

a)  Suspensao celular de linhagem sensivel (VERO, MDBK);

b) Meio MEM (Meio Essencial Minimo, reconstituido de acordo com o fabricante);
c) Soro fetal bovino (SFB), livre de pestivirus (BVDV) e micoplasma;

d) Solugdo de antibidticos e antifungicos;

e) Cepas do virus da Estomatite Vesicular;

3.3.4. Solucgdes

a) Meio MEM com 5% de soro fetal bovino e tratado com solug&o de antibioticos e antifingicos;
b)  Solucéo de salina 0,15 mol/L %;

c) Acido citrico 0,2 %;

d) Solugao salina 0,85 % fosfatada tamponada (PBS) pH 7,2-7,4;

e) Solugdo de antibidticos e antifungicos.

3.3.5. Realizacdo do ensaio
3.3.5.1 Preparo das amostras

a) Escolher os 6rgaos encaminhados, que serdo submetidos a prova. Os 6rgaos de elei¢cdo para
este ensaio séo liquidos de vesiculas, epitélio lingual. Utilizar aproximadamente 0,5 cm®de cada tecido;

b) Remover o excesso de tecido conjuntivo;

c) Recortar e macerar os fragmentos de cada 6rgao preparando um pool para cada requisicao,
utilizando gral, pistilo e MEM tratado com solu¢do antimicrobiana até que se forme uma pasta
homogénea. Pode ser utilizada areia estéril como abrasivo se necessério.

d) Completar o volume com MEM resultando em uma suspenséao de aproximadamente 20 % (P/V);

e) Centrifugar a 3000 rpm por 10 minutos;

f) Colher o sobrenadante, filtrar e colocar em frasco devidamente identificado; descartar o
precipitado;

g) Adicionar 100 pL de solucdo antimicrobiana;

h)  Encaminhar 400 pL de inéculo ou de fragmentos do tecido tratado com 1,0 mL de Trizol para
diagnédstico molecular.
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3.35.2 Sangue total ou plasma

a) Caso sejam recebidas mais de uma amostra de sangue na requisicdo preparar um pool com
volume final de 1,0 mL. Para quatro amostras adicionar 250 uL de cada amostra;
b)  Adicionar 10 pL de solucdo antimicrobiana.

3.3.5.3. Passagens em células (suspensao celular)

a) Adicionar 100 uL do inéculo de macerado de tecidos e 50 L do in6culo de sangue total em um
poco da microplaca de 24 pocos. Caso seja utilizada uma garrafa de 25 cm? utilizar 0,5 mL de inéculo
de macerado de tecidos ou 0,1 mL de sangue total;

b)  Acrescentar 1 mL de suspensdo celular com 10 % de soro fetal bovino na concentracdo de
300.000 células/mL;

c) Incubar a microplaca por 48 a 72 horas em estufa de CO»,.

d) Fazer aleitura e registrar os resultados. Os materiais em que for observada contaminacdo néo
deverdo ser submetidos a segunda passagem.

e) Congelar a microplaca e descongelar;

f) Inocular o material da primeira passagem em microplaca de 96 pocos sendo que para cada
poco da microplaca de 24 pocgos ou garrafa devera ser utilizada uma coluna da microplaca de 96 pocos;

g) Inocular 10 pL do inéculo nos pogos Al, B1, Cl e D1;

h)  Inocular 5 pL do in6culo nos pogos E1, F1, G1 e H1;

i) Adicionar 100 pL de células em todos os pogos reservando uma coluna para o controle de
células e uma para o controle de virus;

i) Para o controle de virus utilizar uma amostra da cepa Shope;

k)  Realizar a leitura dos cultivos por 72 horas em microscépio éptico. Amostras que apresentarem
caracteristicas de efeito citopatico deverdo ser encaminhadas para a confirmagdo por biologia
molecular.

3.3.6 Critérios de aceitacao das provas

a) As provas de identificagdo do agente serdo consideradas validas quando os cultivos celulares
sabidamente infectados (controles positivos) apresentam efeito citopéatico caracterizado pelo
destacamento do cultivo celular e formacao de células sinciciais e auséncias de ECP nos cultivos que
nao foram infectados (controles negativos ou de células).

b)  Napresencgade ECP devera ser realizada a confirmacao do isolamento por método imunolégico
conforme descrito no item ou por método molecular.

c) Controle de células apresentando tapete integro em todos 0s poc¢os isentos de contaminacéo
ou toxidez.

3.3.7. Interpretacéo dos resultados

a) O material sera considerado NAO DETECTADO quando ndo apresentar ECP ap6s as duas
passagens em cultivo de células;

b) O material seréd considerado DETECTADO quando apresentar ECP durante as passagens em
cultivo celular, nesse caso sendo necessaria realizac@o de testes de tipificacdo (ELISA ou RT-PCR)
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para confirmacdo do isolado viral. No caso de detec¢do deve ser incluido no campo de resultado o
nome da espécie do virus detectado.

3.3.8. Emissao dos resultados

a) Os resultados deverdo ser emitidos em documento denominado “Relatério de Ensaio” e
expresso como, DETECTADO ou NAO DETECTADO no isolamento viral do virus da Estomatite
Vesicular.

3.3.9. Descarte de Amostras e Residuos

a) Antes da realizacdo do descarte de amostras e produtos de ensaio deverdo ser observados os
prazos minimos estabelecidos no item 5. Retencéo de Itens de Ensaio

b)  Todo material utilizado na realizacdo do ensaio deve ser imerso em cuba com solucéo de acido
citrico 0,2%, hipoclorito de sédio 0,5% ou solucdo para descontaminagéo simplLar, por no minimo de
1 hora;

c) ApOs este periodo, todo o material utilizado na realizagdo do ensaio deve ser submetido ao
processo de autoclavacao apropriado e validado. A efetividade de esterilizacdo deve estar comprovada
em procedimentos préprios do laboratorio;

d) O laboratério deve assegurar a biosseguridade dos residuos gerados e seguir as legislacdes
ambientais vigentes durante todo processo de descarte.

3.3.10 Retencdo de itens de ensaio

a) Amostras positivas de qualquer origem devem ser armazenadas de forma permanente,
incluindo todos os registros e documentacdo pertinente, devendo as mesmas serem registradas e
controladas pelo laboratério responsavel pela analise.

3.4 Técnicade PCR convencional para detecgdo do virus da estomatite vesicular (VEV)
3.4.1 Materiais

a) Luvas de procedimento nitrilica ou de latex isentas de po;
b) Pipetas graduadas;

c) Microtubos de volumes variados ou microplacas;

d) Ponteiras com filtro, estéreis, livres de DNAses e RNAses;
e) Estantes para microtubos;

f) Gaze ou papel toalha.

3.4.2 Equipamentos e instrumentos

a) Autoclave;

b) Cabine de seguranca bioldgica com filtro HEPA classe Il (requisito minimo) ou estagéo de
trabalho para PCR (Workstation PCR) com luz UV germicida;

c) Geladeira;

d) Freezer,

e) Micropipetas mono e multicanais de volumes regulaveis;
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f) Pipetador automatico ou manual;

g) Termociclador;

h) Balanca de preciséo;

i) Centrifuga refrigerada com rotores para microtubos;

J) Agitador de microtubos;

k) Micro-ondas;

[) Cuba e fonte para eletroforese;

m) Microcomputador;

n) Sistema de fotodocumentacao;

0) Equipamento para extragdo automatizada de acidos nucleicos (opcional).

3.4.3 Insumos

a) Agua livre de nucleases;

b) Mix de dNTP;

c) Oligonucleotideos para RT-PCR (QUADRO 3);

d) Kitde RT-PCR;

e) Kit de extracdo de RNA (automética);

f) Trizol (manual);

g) Corante para acidos nucleicos;

h) Marcador de peso molecular;

i) Tampao de carregamento (“loading buffer’);

j) Gel de agarose;

k) Controle positivo para VEV (sempre utilizar RNA viral para averiguar eficiéncia da
transcricao reversa).

3.4.4 Solugbes

a) Solucao de alcool 70° INPM,;
b) Solugédo descontaminante de DNA e DNAses;

3.4.5. Realizacao do ensaio
3.4.5.1. Extragdo de RNA

a) A extracdo pode ser realizada de forma automatizada ou manual, através de kits de extracéo
de RNA ou reagentes especificos para o tipo de material a ser analisado, seguindo as
recomendacdes do fabricante;

b) N&o utilizar reagentes apés a data de validade e ndo misturar reagentes de lotes diferentes;

¢) Adicionar as seguintes amostras controle a cada procedimento de extracdo: controle negativo
(2dgua ou tecido bovino ou suino).

3.5.4.2. Reacdo de amplificagdo de &cido nucleico (PCR)

a) Realizar o ensaio em duas areas separadas: uma para o preparo do mix de reacdo (sala de
pré-PCR), isenta de material genético e amplicons, e outra para a transferéncia de DNA para
placa ou microtubos (sala de PCR);
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b)

c)

Antes e apés o preparo do mix de reacdo, descontaminar a cabine e 0s materiais a serem
utilizados com solugéo descontaminante (para DNA, RNA, proteinas e nucleases) e/ou alcool
70° INPM;

As micropipetas utilizadas para o preparo do mix de reacéo e adicdo das amostras devem ser
exclusivas para tais finalidades.

3.5.4.3. Preparo do mix de reacéao

a)

b)
c)

Preparar o mix de reacdo de acordo com protocolos validados e especificos para o agente
pesquisado (VEV) em quantidade suficiente para o nUmero de amostras a serem testadas,
considerando algumas a mais;

Adicionar o mix de reacdo a cada pog¢o da microplaca (ou microtubos);

Devem ser incluidos nas analises:

I. Controle positivo para VEV;,
Il. Controle NAO DETECTADO da extracao;
[ll. Branco (4gua livre de nucleases);
IV. Controle DETECTADO e NAO DETECTADO do kit utilizado (se houver).

3.5.4.4. Reacdo de PCR

a)

b)

Apos o preparo do mix, adicionar o RNA nos pocos da placa ou em microtubos identificados
com a numeracao da amostra a ser testada;

Realizar a amplificagdo em termociclador certificado, conforme as especificacdes de
temperatura do protocolo utilizado.

3.5.4.5 Eletroforese

a)
b)
c)
d)
e)
3.5.5
a)
b)
3.5.6
a)

Preparar o gel de agarose em concentracdo adequada ao protocolo de PCR utilizado. Adicionar
um corante para acidos nucleicos em propor¢ao suficiente para visualizagdo das bandas;
Para a corrida das amostras, adicionar tampéao de carregamento (loading buffer) ao produto de
PCR;

Aplicar marcador de peso molecular em um dos pocos do gel;

Realizar a corrida em cuba de eletroforese, utilizando o tempo e a voltagem adequados para o
volume do gel e o protocolo de PCR utilizado;

Visualizar o gel sob luz ultravioleta, fotografar com o auxilio de um fotodocumentador e analisar
o resultado.

Critérios de aceitagdo da prova

As amostras de controle positivo para VEV devem apresentar bandas de tamanhos
correspondentes aos amplicons do protocolo utilizado;

As amostras de controle negativo (controle negativo da extracdo e branco) ndo devem
apresentar bandas de amplificacéo.

Interpretacéo dos resultados

Comparar os resultados das amostras testadas ao das amostras controle, a fim de classifica-
las como positivas ou negativas;
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b)

3.5.8

3.5.9
d)

f)

A leitura das bandas deve ser clara e livre de amplicons inespecificos para o teste ser
considerado satisfatorio;
Qualquer amostra questionavel devera ser retestada.

Emissao dos resultados

Os resultados deverdo ser emitidos em documento denominado “Relatério de Ensaio” e
expressos como “DETECTADO” ou “NAO DETECTADO’;

Expressar a quantidade de aliquotas positivas ou negativas dentre o total de aliquotas
analisadas.

Descarte das amostras e Residuos

Apds um periodo minimo de 90 dias da realizagéo das andlises, as amostras negativas poderao
ser descartadas, registrando-se nos formularios préprios e conferidas por dois analistas antes
do descarte;

Os materiais descartados devem ser separados adequadamente entre residuos quimicos e
biolégicos;

O laborat6rio deve assegurar a biosseguridade dos residuos gerados e seguir as legislacoes
ambientais vigentes para o descatrte.

Retencdo dos Itns de Ensaio

Apo6s um periodo minimo de 90 dias da realizagéo das analises, as amostras negativas poderao
ser descartadas, registrando-se nos formularios préprios e conferidas por dois analistas antes
do descarte;

Os materiais descartados devem ser separados adequadamente entre residuos quimicos e
bioldgicos;

O laboratorio deve assegurar a biosseguridade dos residuos gerados e seguir as legislagcfes
ambientais vigentes para o descarte.

3.6. Técnica de RT-gPCR para VEV

3.6.1.Materiais

a)
b)
c)
d)
e)
f)
g)

3.6.2

Luvas de procedimento nitrilica ou de latex isentas de po;
Microtubos de volumes variados ou microplacas;

Microplacas ou microtubos para leitura 6ptica de RT-gPCR;
Tampas adesivas para microplacas para leitura 6ptica de RT-gPCR;
Ponteiras com filtro, estéreis, livres de DNAses e RNAses;

Estantes para microtubos;

Gaze ou papel toalha.

Equipamentos e instrumentos

a) Autoclave;
b) Cabine de seguranca bioldgica com filtro HEPA classe Il (requisito minimo) ou estacdo de
trabalho para PCR (Workstation PCR) com luz UV germicida;
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c) Geladeira;

d) Freezer,

e) Micropipetas mono e multicanais de volumes regulaveis;

f) Termociclador para PCR em tempo real;

g) Centrifuga refrigerada com rotores para microtubos;

h) Agitador de microtubos;

i) Microcomputador;

i) Equipamento para extracao automatizada de &cidos nucleicos (opcional).

3.6.3 Insumos

a) Agua livre de nucleases;

b) Oligonucleotideos para RT-qPCR (QUADRO 3);

c) Controle positivo para VEV (sempre utilizar RNA viral para averiguar eficiéncia da transcrigdo
reversa);

d) Kitde RT-qPCR;

e) Kit de extracdo de RNA (automética);

f) Trizol (manual);

g) Recomenda-se o uso de reacdes de passo Unico (one step) para sintese e amplificacdo de
cDNA no mesmo tubo.

3.6.4 Solucgbes

a) Solucao de alcool 70° INPM,;
b) Solugédo descontaminante de DNA e DNAses;

3.6.5. Realizac&o do ensaio
3.6.5.1. Extracdo de RNA

a) A extracdo pode ser realizada de forma automatizada ou manual, através de kits de extracao
de RNA ou reagentes especificos para o tipo de material a ser analisado, seguindo as
recomendacdes do fabricante;

b) Nao utilizar reagentes apos a data de validade e ndo misturar reagentes de lotes diferentes;

c) Adicionar as seguintes amostras controle a cada procedimento de extragcdo: controle negativo
(dgua ou tecido bovino ou suino).

3.6.5.2. Reacédo de amplificacao de acido nucleico por gPCR

a) Realizar o ensaio em duas areas separadas: uma para o preparo do mix de reacao (sala de
pré-PCR) isenta de material genético e amplicons, e outra para a transferéncia de DNA para
placa ou microtubos (sala de PCR);

b) Antes e ap0s o preparo do mix de reagdo, descontaminar a cabine e os materiais a serem
utilizados com solugéo descontaminante (para DNA, RNA, proteinas e nucleases) e/ou alcool
70° INPM;

c) As micropipetas utilizadas para o preparo do mix de reacdo e adicdo das amostras devem ser
exclusivas para tais finalidades.
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3.6.5.3. Preparo do mix de reacdo

a)

b)
c)

d)

Preparar o mix de reacdo de acordo com protocolos validados e especificos para o agente
pesquisado (VEV) em quantidade suficiente para o niumero de amostras a serem testadas,
considerando algumas a mais;

Apbs o preparo do mix, adicionar o RNA nos poc¢os da placa ou em microtubos para leitura
Optica;

A adicao de DNA e das amostras controle deve ser realizada em uma area distinta do preparo
do mix (sala de PCR);

Devem ser incluidos nas andlises:

I.  Controle positivo para VEV;
Il.  Controle negativo da extracéo;
lll.  Branco (agua livre de nucleases);
IV.  Controle positivo e negativo do kit utilizado (se houver).

3.6.5.4. Reacédo de gPCR

a)
b)
c)
d)

3.6.6.
a)
b)

3.6.7

a)

b)

c)

d)

3.6.8
a)

Selar a placa com adesivo 6ptico ou fechar a tampa dos microtubos. Verificar se ha bolhas no
fundo do poco e/ou goticulas na parede dos pocos da placa ou tubo. Caso isto ocorra,
centrifugar brevemente para reduzir as bolhas e para que o conteldo se posicione na parte
inferior da placa ou tubo;

Iniciar e entrar com os dados no software do termociclador (identificacdo das amostras e
selecéo dos fluoroforos), conforme especificagdes do fabricante;

Inserir a placa ou os tubos no termociclador, salvar o arquivo e iniciar a corrida;

Ao finalizar, salvar os dados e interpretar os resultados.

Critérios de aceitagdo da prova

Para a validacdo do ensaio, o controle positivo deve apresentar uma curva sigmoide (em forma
de S) e um Cq satisfatorio;

O controle ndo negativo deve ter Cq indeterminado ou maior que o limite do kit. O grafico do
controle negativo deve apresentar tragos de fluorescéncia na linha de base durante todo o
ensaio. Esses tracos ndo devem apresentar curva sigmoide ou um aumento gradual na
fluorescéncia.

Interpretacéo dos resultados

Ao analisar os resultados da corrida, o operador deve avaliar os seguintes componentes:
controle positivo, controle negativo, controle da extracdo, background de fluorescéncia e
graficos de amplificacdo de cada amostra individualmente. Ap6s a validagdo do ensaio,
interpretar os resultados conforme especificagdes do fabricante;

O limiar de Cq a ser considerado positivo deve ser avaliado conforme definido na verificacdo
desempenho da técnica ou conforme consta a literatura,

Qualquer amostra questionavel devera ser retestada;

Amostras positivas devem ser submetidas a sequenciamento para genotipagem viral.

Emissao dos resultados

Os resultados deverao ser emitidos em documento denominado “Relatério de Ensaio” e
expressos como “DETECTADO” ou “NAO DETECTADO’;
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b) Expressar a quantidade de aliquotas positivas ou negativas dentre o total de aliquotas
analisadas.

3.6.9 Descarte das amostras e Residuos

a) Apo6s um periodo minimo de 90 dias da realizacdo das analises, as amostras negativas poderdo
ser descartadas, registrando-se nos formularios préprios e conferidas antes do descarte;

b) Os materiais descartados devem ser separados adequadamente entre residuos quimicos e
bioldgicos;

¢) O laboratério deve assegurar a biosseguridade dos residuos gerados e seguir as legislacbes
ambientais vigentes para o descarte.
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QUADRO 3: Sugestéao de oligonucleotideos para RT-PCR e RT-qPCR para deteccao molecular

de VEV
Oligonucleotideo | Tipo de PCR Sequéncia Referéncia
VSNJIV.P-102 5'gagaggataaatatctcc3’
Centro
VSNJIV.P-744 RT-PCR Panamericano de
5'gggcatactgaagaata3’ Febre Aftosa
VSIV.P-179 5'gcagatgattctgacac3’ Centro
VSV .P793 RT-PCR Panamericano de
T 5'gactctcgcctgattgta3’ Febre Aftosa
VSAV.PPP.722.F ggggccattcaagagataga
RT-PCR LFDA
VSAV.PPP.722.R tgatatctcactctggcctgattat
COCV.PPP.666.F tggagtcactgaacaaggtga
RT-PCR LFDA
COCV.PPP.666.R aaagctcctccagggtgact
VSIV-2.GP.81.F cgttgctgtgattgtyca
VSIV-2.GP.81.R aactgggagtcaatc
RT-gPCR 999 99949 LFDA
VSIV-2.GP.81.S FAM-ctc+Atc+Cac+Caa+Cacat -
NFQ
VSIV-3.GP.95.F gggtwaacatccgtgcta
VSIV-3.GP.95.R gtcacaagtggtgatcca
RT-gPCR de Oliveira (2018)
VSIV-3.GP.95.S FAM-
ac+Atc+Cat+Cca+Tcagc- NFQ
VSAV.LP.78.F gtccatcaacccattgttcc
VSAV.LP.78.R atcaatccatctgcgactcc
RT-gPCR de Oliveira (2018)
VSAV.LP.78.S FAM-
cgcgattcttaagtgagttcaaatcagga-
NFQ
VSAV.GP.87.F gagtgtggatcaacccag
VSAV.GP.87.R ctgtggcttgaacratca o
RT-gPCR de Oliveira (2018)
VSAV.GP.87.S FAM-ctgc+ggttatg+cc+tcca-lowa

Black
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CAPITULO 2.6.3
RAIVA

1. Amostras
Sao consideradas amostras para o diagnostico da Raiva:

1.1. Isolamento e identificacdo do Agente

a)  Tronco encefalico;

b)  Hipocampo;

c) Télamo;

d)  Cortex cerebral;

e) Medula oblonga (Bulbo);
f) Cerebelo;

g) Quirépteros

2. Recebimento das Amostras

2.1. Disposic¢Oes Gerais

2.1.1. Para atendimento aos Programas e Controles Oficiais do MAPA os Laboratérios credenciados
somente receberdo as amostras previstas na legislagdo em vigor para as finalidades e ensaios
previstos no seu escopo de credenciamento.

2.1.2. Deveréo ser obedecidos os critérios estabelecidos no capitulo de verificagdo de conformidade
de amostras.

3. Técnicas de Diagnostico

3.1. Disposic¢des Gerais

3.1.1.Somente poderdo ser utilizados insumos de diagnostico que tenham registro no MAPA,
segundo legislacdo em vigor; ou caso o conjugado ndo seja comercial ou importado, o0 mesmo deve
passar por prova de validacéo interna.

3.1.2.Todos os insumos utilizados na analise devem ser controlados e previamente testados e
aprovados.

3.1.3.0 laboratério devera realizar os ensaios obedecendo as temperaturas preconizadas pelo

fabricante dos insumos.

a) Quando esta informacdo ndo constar na bula o laboratorio devera consultar o fabricante,

mesmo que a indicacao seja de realizacao a temperatura ambiente.

b) Quando néo informado pelo fabricante, seréo considerados como temperatura ambiente,

valores de temperatura entre 18 e 25°C.
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3.1.4.Antes da utilizacdo dos insumos, realizar a avaliacdo de todos os parametros referentes aos
lotes e valores de ponto de corte dos critérios de interpretacédo dos resultados.

3.1.5.0 laboratério deve estabelecer um meio de avaliacdo apropriado para todos 0s insumos
utilizados nos ensaios.

3.1.6.Devem ser retidos os registros dos controles dos ensaios realizados, devendo ser registrada
data e responsavel de todas as etapas realizadas para cada amostra analisada.

3.1.7.0s resultados encontrados para cada amostra e controles, dados dos insumos utilizados e
outras informacdes pertinentes devem ser registrados em formulérios proprios do laboratério.

3.1.8.Todo procedimento que envolva manipulacdo de amostra e/ou suspensdes de tecido deve ser
realizado no interior de CSB.

3.1.9. E obrigatdria a utilizacdo de EPIs durante todos os procedimentos descritos: luvas, mascara,
touca, 6culos, jaleco de mangas compridas, sapato fechado.

3.1.10. Todos os colaboradores que trabalham no laboratério de Diagnéstico de Raiva incluindo os
funcionarios de servigos gerais e estagiarios, deverao realizar o esquema profilatico de pré-exposi¢éo
com vacina antirrébica, titulagdo de anticorpos circulantes e, se necessario, receber reforgo vacinal. A
avaliacdo soroldgica deve ser repetida semestralmente para os profissionais que manipulam o virus
ou amostras suspeitas ou materiais com residuos e anualmente para os funcionarios que realizam a
limpeza do laboratério. Somente titulos iguais ou acima de 0,5 Ul/mL de anticorpos neutralizantes sdo

satisfatorios para liberacdo do colaborador para execucao dos trabalhos no laboratorio.

3.2. Identificagdo do Agente por imunofluorescéncia direta (IFD)
3.2.1. Materiais

a) Camara Umida;

b) Caneta de tinta indelével;

c) Caixa Porta Laminas;

d) Cuba de Coplin;

e) Descartador de ponteiras;

f) Estantes para tubos;

g) Gral e Pistilo;

h)  Lamina para microscopia de extremidade fosca ou propria para IFD;
i) Laminulas;

)] Papel de filtro;

k)  Pincas e tesouras de inox;

) Pipetas de vidro graduadas ou descartaveis;
m) Ponteiras descartaveis;

n)  Recipiente para descarte de material;

0) Reservatérios para solucdes (cubetas);
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p)

Vidrarias.

3.2.2. Equipamentos e instrumentos

a)
b)
c)
d)
e)
f)

9)
h)
i)

)

K)

3.2.3

a)
b)

c)

3.24

a)
b)
c)
d)
e)
f)
g9)

Autoclave;

Balanga semi-analitica;

Cabine de seguranca bioldgica classe lI;
Centrifuga refrigerada com copos de segurancga;
Crondmetro;

Destilador de agua ou Deionizador;

Estufa 37°C;

Freezer - 20°C;

Freezer -70°C;

Medidor de pH;

Micropipeta monocanal de volume regulavel ou pipeta pasteur descartavel;

Microscopio de fluorescéncia;
Pipetador automatico ou manual;

Refrigerador.

Insumos

Acetona PA;

Conjugado antirrdbico marcado com Isotiocianato de fluoresceina (FITC) ou

Glicerina PA.

Solucbes

Acetona a 80%;

Acido Citrico 0,2% ou Hipoclorito de Sédio 0,5%;
Solucéo de alcool 70° GL

Conjugado de trabalho;

Glicerina a 50%;

Solucao Salina a 0,85%

Solugdo Salina Tamponada com Fosfatos (PBS).

3.2.5. Realizacéo do ensaio
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a) Preencher o formulario de acompanhamento do ensaio. ldentificar as laminas de microscopio:
duas laminas de controle (um positivo e um negativo) e outras laminas para testes das regides
cerebrais apropriadas. Preparar, no minimo, 03 |laminas para cada amostra a ser testada a partir de
fragmentos de regides anatémicas diferentes; fazer duas impressdées do mesmo fragmento.

b) Para herbivoros e animais silvestres realizar preferencialmente impressdes de fragmentos de
hipocampo, cerebelo e cértex cerebral. Para equideos, incluir medula espinhal e para quirépteros
utilizar tecido cerebral e glandulas salivares, quando possivel.

c) Dentro da Cabine de seguranca biologica, classe Il A, prepare a impressao do tecido cerebral
(controles e amostras) na lamina para microscopio.

d) Retire o0 excesso de tecido da lamina pressionando contra papel absorvente.

e) Trabalhe com uma amostra de cada vez e processe o controle positivo por Ultimo ou prepare essas
laminas Controles antecipadamente e armazenar a -20°C durante 01 més ou a -70°C durante 6 meses.

f) Deixe as laminas secarem; em temperatura ambiente em torno de 30 minutos;

g) coloque todas as laminas em um frasco tipo Coplin contendo acetona fria (—20 ° C) por pelo menos
20 minutos; (mantida permanentemente no congelador).

h) Remova as laminas do Coplin e deixe secar em temperatura ambiente.

i) Prepare o conjugado antirrabico usando o diluente indicado pelo fabricante.

j) Adicione o conjugado na diluicdo de trabalho (titulado previamente) nas impressdes de controle
positivo e negativo e amostras de teste, em quantidade suficiente para cobrir a totalidade das
impressoes. Certifique-se que o reagente cobriu toda a impressao.

k) Caso ndo use laminas préprias para IFD, deve-se delimitar a area onde vai ser colocado o
conjugado, com esmalte, usando como molde a borda larga.

[) Coloque as laminas em camara Umida e em seguida incubar em estufa 37 °C + 1 °C por 45
minutos.

m) Remover as laminas e lavar com PBS pH 7,4 em dois enxagues de 5 minutos cada, em um Coplin.
Apos, lavar em 4gua destilada.

n) Deixe as laminas secarem.

0) Instilar uma gota de Glicerina 50% sobre cada impressao e cobrir com uma laminula

p) Resultados: Sempre leia primeiro os controles positivos e negativos. As laminas sao lidas em um
microscopio de fluorescéncia. A impresséo é observada para a fluorescéncia especifica da raiva em
uma ampliacdo de 200 X ou maior. A fluorescéncia especifica é denotada por fluorescéncia verde
"macd" brilhante geralmente na &rea perinuclear das células, ou neurénios. Granulos opacos verde ou
vermelho/verde auto-fluorescente ndo devem ser contados como antigeno positivo. Examine
cuidadosamente as amostras de tecido, se necessario, continue retornando ao controle positivo para
comparacao.

g) Se necessério, um segundo operador deve examinar todos os slides e os diagnésticos de ambos
0S operadores devem ser 0S mesmos.

3.2.6. Critérios de aceitagao das provas

a) As provas de IFD serdo consideradas vélidas quando as impressdes sabidamente infectadas
(controles positivos) apresentam fluorescéncia especifica e as sabidamente negativas (controle
negativo) ndo apresentam fluorescéncia.

b) Em caso de resultados negativos do teste de diagndstico por IFD, outros testes confirmatérios
(cultura celular, provas de PCR ou inoculacdo em camundongos) devem ser realizados. Sempre que
possivel, o isolamento do virus na cultura de células deve substituir os testes de inoculagdo em
camundongo.

c) Em caso de resultados inconclusivos na IFD, o teste deve ser repetido a partir do material
original. Persistindo esse resultado, deve-se esperar o término dos testes de inoculacdo em células,
PCR ou camundongo, para resultado conclusivo.
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3.2.7. Interpretacéo dos resultados

a) POSITIVO - presenca de fluorescéncia especifica has impressdes FIGURA (1A).
b) NEGATIVO - auséncia de fluorescéncia especifica nas impressées FIGURA (1B).

FIGURA. (1A). FIGURA. (1B).

Fonte: Instututo Pasteur-Sao Paulo Fonte: Instututo Pasteur-Sao Paulo

3.2.8. Emisséo dos resultados

a) Os resultados deverdo ser emitidos em documento denominado “Relatério de Ensaio” e expresso
COmo positivo ou negativo.

3.2.9. Descarte de Amostras e Residuos

a) As amostras devem ser registradas em formularios préprios e conferidas antes do descarte. Seréo
submetidas ao processo de autoclavagcédo com temperatura de 121°C durante 30 minutos para entéo
serem descartadas.

b) Todo material, ndo autoclavavel, utilizado na realizagcédo do ensaio, que nao for autoclavavel, deve
ser imerso completamente em cuba com solucdo de acido citrico 0,2% ou de hipoclorito de Sodio
0,5% durante no minimo 60 minutos. Apés esse periodo, conforme o material, pode ser descartado
ou reutilizado apés devida higienizacao;

c) O laboratério deve assegurar a biosseguridade dos residuos gerados e seguir as legislacdes
ambientais vigentes durante todo processo de descarte.

3.2.10. Retencéo de Itens de Ensaio

b) Amostras negativas para deteccdo do agente da raiva e oriundas de bovinos com idade igual
ou maior que 24 meses, bem como ovinos e caprinos com idade igual ou maior que 12 meses deverédo
ser submetidas a ensaios para Encefalopatia Espongiforme Transmissiveis (EETs). Caso o laboratério
nao realize os ensaios, as amostras deverédo ser encaminhadas com a maior brevidade possivel ao
LFDA indicado pela CGAL, enviando preferencialmente amostras contendo o tronco encefalico e 6bex.

C) As demais amostras, podem ser descartadas apdés um periodo minimo de 6 meses apés a
emissao do relatério de ensaio, registrando-se nos formularios préprios e conferidas antes do descarte.

d) Durante o periodo de armazenamento as amostras devem ser armazenadas congeladas em
temperatura de no maximo -65°C.

3.3 Isolamento e identificacdo do agente por inoculagdo em cultivo celular:
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3.3.1 Materiais

a) Luvas para procedimentos;

b)Pipetas de vidro graduadas ou descartaveis;

¢) Provetas graduadas;

d)Béqueres;

e) Erlenmeyers;

f) Placas de Petri;

g)Tubo de centrifuga;

h)Tubos de ensaio;

i) Ponteiras descartaveis;

j) Descartador de ponteiras;

k) Reservatorios para solugfes (cubetas);

I) Papel absorvente;

m) Microplacas para cultivo celular em poliestireno com 96 cavidades de fundo chato;
n)Caneta para identificacdo de vidraria;

0)Cubas para descarte de materiais resistente a autoclavacao;
p)Gral e Pistilo;

g)Tesoura cirargica e bisturi.

3.3.2 Equipamentos e instrumentos

a) Cabine de seguranca bioldgica, classe Il A.;
b) Geladeira;

c) Freezer,

d) Estufa com atmosfera de COy;

e) Termbmetros;

f) Micropipetas mono e multicanais de volumes regulaveis;
g) Pipetador automatico ou manual,

h) Agitador de tubos;

i) Microscépio Optico invertido;

i) Autoclave;

k) Microscopio de fluorescéncia;

[) Crondmetro;
m) Balanga analitica;
n) Centrifuga refrigerada.

3.3.3 Insumos
a) Anticorpo antirrabico monoclonal ou policlonal marcado com fluoresceina (conjugado);
b) Acetona, grau para andlise (P.A);
c) Suspensédo celular de linhagem sensivel - Células de neuroblastoma, N2a, CCL-131 da
American Type Culture Collection (ATCC);
d) Meio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM), reconstituido de acordo com o fabricante;
e) Soro fetal bovino (SFB), livre de pestivirus (BVDV) e micoplasma;
f) Papelfiltro;
g) antibiético comercial (Penicilina +Streptomicina);
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h) Solucdo Salina Tamponada com Fosfatos (PBS).

3.3.4. Solucdes

a)
b)
c)

3.3.5.

a)

f)

9)

h)

i)
)

k)

Solugéo salina fosfatada tamponada 0,1 M pH 7,4
Acido citrico 0,2 % ou Hipoclorito de Sédio 0,5%
Solucao de alcool 70° GL;

Realizacao do ensaio

Preparar uma suspenséo de tecidos a 20% (p/v) utilizando uma solucdo de salina fosfatada
tamponada 0,1M pH 7,4 com antibiético comercial (Penicilina +Streptomicina) na propor¢éo de
1 mL de antibi6tico por litro de salina, adicionado de 20 mL de soro fetal bovino.

Colocar a suspensédo na geladeira por 60 minutos.

Centrifugar por 30 minutos a 3.000 x G. Se nao for usar imediatamente, colete o sobrenadante
e congele. Essa suspensao é composta por um pool de cornos de amon, cortex cerebral,
medula oblonga, cerebelo, etc e é usada para inocular cultura de células.

Adicionar 100 ul de cada amostra e dos controles positivo e negativo em quatro po¢cos de uma
placa de 96 pogos;

Adicionar em cada poco, 200uL de uma suspensao celular de N2a, CCL-131 na concentracao
de 2 x 10° células/mL e incubar as microplacas a 37 ° C + 1 °C, em estufa com 5% de atmosfera
de COgy;

Apos 24 horas de incubagéo, o sobrenadante de cada pogo € removido e 200 pl de meio fresco
€ adicionado a cada poco.

Ao final de 72 horas de incubagéo, o sobrenadante € removido com micropipeta e mantido para
realizar uma passagem em cultivo celular, se necessario, para aumentar a sensibilidade da
prova. Geralmente trés passagens consecutivas devem ser feitas para confirmar um resultado
negativo.

As células sao fixadas com acetona 80% fria, com 200 ul por poco, durante 30 minutos. Secar
as placas.

Prepare o conjugado antirrabico conforme indicado pelo fabricante.

Adicione 50 pl do conjugado na diluicdo de trabalho (titulacdo prévia) aos pogos da placa.
Incubar a 37°C por 60 minutos.

Lavar a placa trés vezes com PBS pH 7,4. Apés lavar por trés vezes com agua destilada,
deixar secar e adicionar 50 pl de glicerina a 10%. Ler em microscopio de imunofluorescéncia.

Obs.: A citotoxicidade é um fator comumente relatado que limita a robustez do teste. As técnicas
propostas para reduzir a citotoxicidade incluem a adicdo de agentes de permeabilidade celular (por
exemplo, DEAE-dextrano), reducdo do tempo de incubagdo antes da troca do meio e diluicdo das
amostras, etc. Essas variacdes devem ser totalmente validadas antes do uso.

3.3.6 Critérios de aceitagdo das provas

a)

As provas de isolamento serdo consideradas validas quando:

Os cultivos celulares sabidamente infectados (controles positivos) apresentarem fluorescéncia
especifica e auséncia de fluorescéncia especifica nos controles negativos;
Auséncia de reacdo de toxidez nos cultivos inoculados.

3.3.7 Interpretacdo dos resultados
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a) POSITIVO - presenca de reac¢fes fluorescentes especificas no cultivo de células inoculadas
(FIGURA 1B).

b) NEGATIVO — auséncia de reacdes fluorescentes especificas no cultivo de células inoculadas
(FIGURA 2B).

FIGURA 1B FIGURA 2B

Fonte: Instututo Pasteur—Séo Paulo Fonte: Instututo Pasteur-Sao Paulo

3.3.8. Emissao dos resultados

a) Os resultados deverao ser emitidos em documento denominado “Relatério de Ensaio” e expresso
como POSITIVO ou NEGATIVO.

3.3.9. Descarte de Amostras e Residuos

a) As amostras devem ser registradas em formulérios préprios e conferidas antes do descarte.
Serdo submetidas ao processo de autoclavagdo com temperatura de 121°C durante 30
minutos para entdo serem descartadas.

b) Todo material, ndo autoclavavel, utilizado na realizagédo do ensaio, que néo for autoclavavel, deve
ser imerso completamente em cuba com solucédo de acido citrico 0,2% ou de hipoclorito de sédio
0,5% durante no minimo 60 minutos. Apés esse periodo, conforme o material, pode ser descartado
ou reutilizado apos devida higienizacao.

c) O laboratério deve assegurar a biosseguridade dos residuos gerados e seguir as legislacdes
ambientais vigentes durante todo processo de descarte.

3.3.10. Retencéo de Itens de Ensaio

a) Amostras negativas para deteccado do agente da raiva e oriundas de bovinos com idade igual
ou maior que 24 meses, bem como ovinos e caprinos com idade igual ou maior que 12 meses
deverdo ser submetidas a ensaios para Encefalopatia Espongiforme Transmissiveis (EETS).
Caso o laborat6rio nao realize os ensaios, as amostras deverao ser encaminhadas com a maior
brevidade possivel ao LFDA indicado pela CGAL, enviando preferencialmente amostras
contendo o tronco encefalico e 6bex.

b) As demais amostras, podem ser descartadas apdés um periodo minimo de 6 meses apds a
emissao do relatério de ensaio, registrando-se nos formularios préprios e conferidas antes do
descarte.

c) Durante o periodo de armazenamento as amostras devem ser armazenadas congeladas em
temperatura de no maximo -65°C.
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3.4 Isolamento do agente por Inoculagdo intracerebral em camundongos e identificagdo por
IFD — Prova Biolégica

3.4.1 Materiais
a) Luvas para procedimentos;
b) Pipetas de vidro graduadas ou descartaveis;
¢) Provetas graduadas;
d) Placas de Petri;
e) Tubo de centrifuga;
f) Tubos de ensaio;
g) Caneta para identificacéo de vidraria;
h) Cubas para descarte de materiais resistente a autoclavacao;
i) Gral e Pistilo;
j) Tesoura cirdrgica e bisturi

3.4.2 Equipamentos e instrumentos
a) Cabine de seguranca bioldgica, classe Il A,;
b) Geladeira;
c) Freezer,
d) Autoclave;
e) Pipetador automético ou manual,
f) Crondmetro;
g) Balanca analitica;
h) Centrifuga refrigerada.

3.4.3 Insumos
a) antibiético comercial (Penicilina +Streptomicina);
b) Soro fetal bovino (SFB), livre de pestivirus (BVYDV) e micoplasma.

3.4.4. Solucgbes

a) Acido citrico 0,2 % ou Hipoclorito de Sédio 0,5%;
b) Solucao de éalcool 70° GL.

3.4.5. Realizacéo do ensaio

a)Preparar uma suspensdo de tecidos a 20% (p/v) utilizando uma solucdo de salina fosfatada
tamponada 0,1M pH 7,4 com antibiético comercial (Penicilina +Streptomicina) na propor¢éo de 1
mL de antibiético por litro de salina, adicionado de 20 mL de soro fetal bovino.

b)Colocar a suspenséo na geladeira por 60 minutos. Centrifugar por 30 minutos a 3.000 x G. Se néo
for usar imediatamente, colete o sobrenadante e congele.
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c)Essa suspensdo € composta por um pool de cornos de amon, cortex cerebral, medula oblonga,
cerebelo.

d) Oito a dez camundongos de 3 a 4 semanas de idade pesando entre 12 e 14 g, ou uma ninhada
de camundongos recém-nascidos de 2 dias, sdo inoculados intracerebralmente com a suspensao
de tecidos.

e) Inocular o volume de 0,01 mL para camundongos recém-nascidos e 0,03 mL para
camundongos adultos.

f) Os camundongos sao observados diariamente durante 28 dias.

7

g) Cada camundongo morto ou com sintomas, € examinado para raiva usando o teste
imunofluorescéncia direta. Para resultados mais rapidos em camundongos recém-nascidos, é possivel
verificar um camundongo nos dias 5, 7, 9 e 11 po6s-inoculagdo. Quaisquer mortes ocorridas durante os
primeiros 4 dias sdo consideradas inespecificas (devido a estresse/infec¢cdo bacteriana etc.).

h)  Nos animais mortos ap6s o quinto dia, coletar o cérebro e proceder a IFD conforme item 3.2.

OBS. Uma vez que a cultura de células validada e confiavel exista em laboratério, deve-se considerar
substituir o teste de inoculagdo em camundongo pela cultura celular sempre que possivel, pois evita o
uso de animais vivos, € mais barato e produz resultados mais rapidos.

3.4.6 Critérios de aceitacdo do ensaio

O ensaio de isolamento em camundongos sera considerado valido quando os animais sobreviverem,
apos o quarto dia de inoculacao.

3.4.7 Interpretacdo dos resultados

O resultado é interpretado pela IFD conforme item 3.2.7.

3.4.8. Emissdo dos resultados

Os resultados deverao ser emitidos em documento denominado “Relatério de Ensaio” e expresso
como POSITIVO ou NEGATIVO.

3.4.9. Descarte de Amostras e Residuos

a) As amostras devem ser registradas em formulérios préprios e conferidas antes do descarte.
Seréo submetidas ao processo de autoclavagdo com temperatura de 121°C durante 30 minutos
para entdo serem descartadas.

b) Todo material ndo autoclavavel utilizado na realizagdo do ensaio deve ser imerso completamente
em cuba com solucao de acido citrico 0,2% ou de hipoclorito de sédio 0,5% durante no minimo 60
minutos. Apdés esse periodo, conforme o material, pode ser descartado ou reutilizado apés devida
higienizagéo;

c) O laboratério deve assegurar a biosseguridade dos residuos gerados e seguir as legislacdes
ambientais vigentes durante todo processo de descarte.

3.4.10. Retencéo de ltens de Ensaio
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a)

b)

c)

Amostras negativas para detec¢do do agente da raiva e oriundas de bovinos com idade igual
ou maior que 24 meses, bem como ovinos e caprinos com idade igual ou maior que 12 meses
deverdo ser submetidas a ensaios para Encefalopatia Espongiforme Transmissiveis (EETS).
Caso o laboratério ndo realize os ensaios, as amostras deverdo ser encaminhadas com a maior
brevidade possivel ao LFDA indicado pela CGAL, enviando preferencialmente amostras
contendo o tronco encefalico e Gbex.

As demais amostras, podem ser descartadas ap6s um periodo minimo de 6 meses apés a
emissao do relatério de ensaio, registrando-se nos formularios préprios e conferidas antes do
descarte.

Durante o periodo de armazenamento as amostras devem ser armazenadas congeladas em
temperatura de no maximo -65°C.

3.5 RT-PCR hemi-nested panlyssavirus convencional (hnRT-PCR).

3.5.1 Materiais

a)
b)
c)
d)
e)

f)

1)

Luvas de procedimento nitrilica ou de latex isentas de po;
Pipetas graduadas;

Microtubos de volumes variados ou microplacas;
Ponteiras com filtro, estéreis, livres de DNAses e RNAses;
Estantes para microtubos;

Gaze ou papel toalha.

Equipamentos e Instrumentos

Cabine de seguranca biologica com filtro HEPA classe Il ou estagéo de trabalho para PCR)
(Workstation PCR) bcom luz UV germicida

Geladeira;

Freezer

Cubas e fonte de eletroforese;

Micropipetas mono e multicanais de volumes regulaveis;

Centrifuga refrigerada com rotores para microtubos;

Agitador de microtubos;

Equipamento para extracdo automatizada de &cidos nucleicos (opcional)
Pipetador automético ou manual,

Autoclave

Termociclador;

Balanca de preciséo;

m) Micro-ondas;

n)

0)
P)

Microcomputador;
Sistema de fotodocumentacao;
Equipamento para extracdo automatizada de &cidos nucleicos (opcional);

3.5.3Insumos

a)
b)
c)
d)
e)

f)

Agua livre de nucleases;

Mix de dNTP;

Oligonucleotideos para RT-PCR

Kit de RT-PCR;

Kit de extragdo de RNA (automética);
Trizol (manual);
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g) Corante para acidos nucleicos;

h) Marcador de peso molecular;

i) Tampao de carregamento (“loading buffer’);

j) Gel de agarose;

k) Amostras de tecido como controle positivo, controle negativo e branco.

3.5.4 Solugdes

a) Solucgéo de alcool 70° GL;
b) Solucdo descontaminante de DNA e DNAses.

3.5.5 Realizacdo do Ensaio

a) Extracdo de RNA

A extracdo pode ser realizada de forma automatizada ou manual, através de kits de
extracdo de RNA ou reagentes especificos para o tipo de material a ser analisado, seguindo
as recomendacdes do fabricante;

Na&o utilizar reagente apos a data de validade e ndo misturar reagentes de lotes diferentes;
Adicionar amostras controles a cada procedimento de extracéo: amostras de tecido como
controle positivo, controle negativo e branco (agua).

b) Reacdo RT-PCR: primeira etapa

VI.

VII.

Realizar o ensaio em duas areas separadas: uma para o preparo do mix de reacao (sala
de pré-PCR), isenta de material genético e amplicons, e outra para a transferéncia de
amostras extraidas para placa ou microtubos (sala de PCR);

Antes e apds o preparo do mix de reacdo, descontaminar a cabine e os materiais a serem
utilizados com solucdo descontaminante (para DNA, RNA, proteinas e nucleases) e/ou
alcool 70° GL;

As micropipetas utilizadas para o preparo do mix de reacéo e adicdo das amostras devem
ser exclusivas para tais finalidades;

A mistura de enzimas deve ser mantida no gelo. Os demais reagentes podem ser
descongelados a temperatura ambiente;

Incluir os controles positivo, negativo e branco;

Preparar o mix de reagéo de acordo com protocolos validados e especificos para o0 agente
pesquisado (TABELA 1) em quantidade suficiente para o nUmero de amostras a serem
testadas, com pelo menos volume sobrando para uma reacdo a mais;

Onde nenhum amplicon é gerado na primeira reagdo, deve ser realizada uma segunda
reacdo. E possivel uma amplificacdo de segundo ciclo opcional para aumentar a
sensibilidade e/ou confirmar a especificidade do primeiro produto de PCR.

¢) Reacdo RT-PCR: segunda etapa

Uma segunda amplificacdo (hemi-nested PCR) é feita para aumentar a sensibilidade e / ou
para confirmar a especificidade do produto da primeira rodada de PCR

Limpar a bancada com um desinfetante apropriado antes de usar ou preparar a estacéo de
trabalho de PCR;

A mistura de enzimas deve ser mantida no gelo. Os demais reagentes podem ser
descongelados a temperatura ambiente;

Um controle negativo adicional deve ser incluido em cada segunda reacdo de PCR para
confirmar que o master mix ndo esta contaminado;
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V.

Preparar o mix de reag&o de acordo com protocolos validados e especificos para o agente
pesquisado (virus da raiva) em quantidade suficiente para o nUmero de amostras a serem
testadas, pelo menos com volume sobrando para uma reacdo a mais.

d) Eletroforese

3.5.6
a)

b)

3.5.7
a)
b)

c)

3.5.8

Preparar o gel de agarose em concentracéo adequada ao protocolo de PCR utilizado (1,5%
a 2%). Adicionar um corante para acidos nucleicos em proporcao suficiente para
visualizacéo das bandas;

Para a corrida das amostras, adicionar tampéao de carregamento (loading buffer) ao produto
de PCR;

Aplicar marcador de peso molecular em um dos pocos do gel;

Realizar a corrida em cuba de eletroforese, utilizando o tempo e a voltagem adequados
para o volume do gel e o protocolo de PCR utilizado;

Visualizar o gel sob luz ultravioleta, fotografar com o auxilio de um fotodocumentador e
analisar o resultado.

Critérios de Aceitacdo do Ensaio

As amostras de controle positivo para raiva devem apresentar bandas de tamanhos
correspondentes aos amplicons do protocolo utilizado;

As amostras de controle negativo (controle negativo da extragcdo e branco) ndo devem
apresentar bandas de amplificacao.

Interpretacdo dos Resultados
Comparar os resultados das amostras testadas ao das amostras controle, a fim de classifica-
las como positivas ou negativas;

A leitura das bandas deve ser clara e livre de amplicons inespecificos para o teste ser

considerado satisfatorio;
Qualguer amostra questionavel devera ser retestada.

Emissao dos Resultados

Os resultados deverao ser emitidos em documento denominado “Relatério de Ensaio” e expressos
como “DETECTADO” ou “NAO DETECTADOQ”.

3.5.9

Descarte de Amostras e Residuos

a) As amostras devem ser registradas em formularios proprios e conferidas antes do descarte.
Serdo submetidas ao processo de autoclavagdo com temperatura de 121°C durante 30
minutos para entdo serem descartadas.

b) Todo material ndo autoclavavel utilizado na realizacao do ensaio, que nédo for autoclavavel,
deve ser imerso completamente em cuba com solugdo de &cido citrico 0,2% ou de
hipoclorito de sédio 0,5% durante no minimo 60 minutos. Apés esse periodo, conforme o
material, pode ser descartado ou reutilizado apés devida higienizacéo;

c) O

laboratorio deve assegurar a biosseguridade dos residuos gerados e seguir as

legislagbes ambientais vigentes durante todo processo de descarte.

3.5.10 Retencéo de Itens de Ensaio

a) Apods um periodo minimo de 90 dias da realizacdo das andlises, as amostras negativas
poderdo ser descartadas, registrando-se nos formularios proprios e conferidas por dois
analistas antes do descarte;
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b) Os materiais descartados devem ser separados adequadamente entre residuos quimicos
e bioldgicos;

c) O laboratério deve assegurar a biosseguridade dos residuos gerados e seguir as
legislacdes ambientais vigentes para o descarte.

3.6 RT-PCR panlyssavirus em tempo real
3.6.1 Materiais

a)
b)
c)
d)
e)
f)
g)

Luvas de procedimento nitrilica ou de latex isentas de po;
Microtubos de volumes variados ou microplacas;

Microplacas ou microtubos para leitura optica de RT-gPCR;
Tampas adesivas para microplacas para leitura éptica de RT-qPCR;
Ponteiras com filtro, estéreis, livres de DNAses e RNAses;

Estantes para microtubos;

Gaze ou papel toalha.

3.6.2 Equipamentos e instrumentos

a)
b)
c)
d)
e)
f)

g)
h)
i)

),

k)

3.6.3

a)
b)
c)

d)
e)
f)
g)

3.6.4
a)
b)

3.6.5

a)

Cabine de seguranca bioldgica com filtro HEPA classe Il

Estacao de trabalho para PCR (Workstation PCR) com luz UV germicida;
Geladeira;

Freezer;

Micropipetas mono e multicanais de volumes regulaveis;

Termociclador para PCR em tempo real;

Centrifuga refrigerada com rotores para microtubos;

Agitador de microtubos;

Autoclave;

Microcomputador;

Equipamento para extracdo automatizada de acidos nucleicos (opcional).

Insumos
Agua livre de nucleases;
Oligonucleotideos para RT-gPCR
Controle positivo para raiva (sempre utilizar RNA viral para averiguar eficiéncia da transcrigéo
reversa);
Kit de RT-gPCR,;
Kit de extracdo de RNA (automatica);
Trizol (manual);
Recomenda-se o uso de reacdes de passo Unico (one step) para sintese e amplificacdo de
cDNA no mesmo tubo.

Solucgbes

Solucéo de alcool 70° GL;
Solucado descontaminante de DNA e DNAses.

Realizacdo do ensaio

Extracdo de RNA

I.A extracdo pode ser realizada de forma automatizada ou manual, através de kits de extracdo de RNA
ou reagentes especificos para o tipo de material a ser analisado, seguindo as recomendacdes do
fabricante;
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[I.N&o utilizar reagente apds a data de validade e ndo misturar reagentes de lotes diferentes;
lll.Adicionar as seguintes amostras controle a cada procedimento de extracdo: controle negativo (agua).

b) Reacdo de Amplificacdo de Acido Nucleico por RT-gPCR

I.Realizar o0 ensaio em duas areas separadas: uma para o preparo do mix de rea¢éo (sala de pré-PCR)
isenta de material genético e amplicons, e outra para a transferéncia de DNA para placa ou
microtubos (sala de PCR);

II.LAntes e apG6s o preparo do mix de reacdo, descontaminar a cabine e os materiais a serem utilizados
com solugdo descontaminante (para DNA, RNA, proteinas e nucleases) e/ou alcool 70° GL;

lII.LAs micropipetas utilizadas para o preparo do mix de reacdo e adicdo das amostras devem ser
exclusivas para tais finalidades.

c) Preparo do Mix de Reacdao

I.  Preparar o mix de reacdo de acordo com protocolos validados e especificos para o
agente pesquisado (virus da raiva) em quantidade suficiente para o nimero de
amostras a serem testadas, e no minimo para mais uma reacao;

[I.  Apdbs o preparo do mix, adicionar o RNA e os controles nos pogos da placa ou em
microtubos para leitura Optica; e deve ser realizada em uma area distinta do preparo
do mix (sala de PCR);

[ll.  Devem ser incluidos nas analises:

i)  Controle positivo para raiva;
i)  Controle negativo da extracao;
iii)  Branco (agua livre de nucleases);
iv)  Controle positivo e negativo do kit utilizado (se houver);
v)  Um teste interno de beta-actina.

d) Reacédo de RT-gPCR
I.Selar a placa com adesivo éptico ou fechar a tampa dos microtubos. Verificar se ha bolhas no fundo
do poco e/ou goticulas na parede dos pocos da placa ou tubo. Caso isto ocorra, centrifugar
brevemente para reduzir as bolhas e para que o contetdo se posicione na parte inferior da placa ou
tubo;
[l.Iniciar e entrar com os dados no software do termociclador (identificacdo das amostras e selecéo
dos fluoréforos), conforme especificagdes do fabricante;
lll. Inserir a placa ou os tubos no termociclador, salvar o arquivo e iniciar a corrida;
IV.Ao finalizar, salvar os dados e interpretar os resultados.

3.6.6 Critérios de Aceitacdo da Prova

a) Para a validacdo do ensaio, o controle positivo deve apresentar uma curva sigmoide (forma
de S) e um Cq satisfatério;

b) O controle negativo deve ter Cq indeterminado ou maior que o limite do kit. O gréfico do
controle negativo deve apresentar tracos de fluorescéncia na linha de base durante todo o
ensaio. Esses tracos ndo devem apresentar curva sigmoide ou um aumento gradual na
fluorescéncia.

3.6.7 Interpretacdo dos Resultados

a) Ao analisar os resultados da corrida, o operador deve avaliar os seguintes componentes:
controle positivo, controle negativo, controle da extracdo, background de fluorescéncia e
graficos de amplificagdo de cada amostra individualmente. Apos a validagdo do ensaio,
interpretar os resultados conforme especificacfes do fabricante;

b) O limiar de Cq a ser considerado positivo deve ser avaliado conforme definido na verificagdo
desempenho da técnica ou conforme consta a literatura;
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c) Qualquer amostra questiondvel deveré ser retestada;
3.6.8 Emisséo dos Resultados

Os resultados deverao ser emitidos em documento denominado “Relatério de Ensaio” e expressos
como “DETECTADO” ou “NAO DETECTADO”.

3.6.9 Descarte das amostras e Residuos

a) As amostras devem ser registradas em formularios préprios e conferidas antes do descarte.
Serdo submetidas ao processo de autoclavacdo com temperatura de 121°C durante 30 minutos
para entdo serem descartadas.

b) Todo material utilizado na realizagdo do ensaio, que ndo for autoclavavel, deve ser imerso
completamente em cuba com solucdo de acido citrico 0,2% ou de hipoclorito de sédio 0,5%
durante no minimo 60 minutos. Apds esse periodo, conforme o material, pode ser descartado
ou reutilizado apés devida higienizacao;

c) O laboratorio deve assegurar a biosseguridade dos residuos gerados e seguir as legislagées
ambientais vigentes durante todo processo de descarte.

3.6.10. Retencéo de itens de ensaio

a) Apo6s um periodo minimo de 90 dias da realizacédo das analises, as amostras negativas poderédo
ser descartadas, registrando-se nos formularios préprios e conferidas por dois analistas antes
do descarte;

b) Os materiais descartados devem ser separados adequadamente entre residuos quimicos e
biolégicos;

c) O laboratério deve assegurar a biosseguridade dos residuos gerados e seguir as legislacdes
ambientais vigentes para o descarte.
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QUADRO 1: Sugestdo de oligonucleotideos para RT-PCR hemi-nested panlyssavirus
convencional e RT-PCR panlyssavirus em tempo real para detec¢do molecular do virus da

raiva

Oligonucleotideo Tipo de Sequéncia Referéncia
PCR

JW12 hnRT- 5’atgtaacaccyctacaatgd’ Heaton.,1997
PCR

JWG6UNI hnRT- 5’cartvgcrcacatyttrtg3d’ Heaton, 1997
PCR

JWI10UNI hnRT- 5’'gtcatyarwgtrtgrtgytc3d’ Heaton, 1997
PCR

N165-146 hnRT- 5’gcagggtayttrtactcatad’ Freuling, 2014
PCR

BatRat Beta-actin RT-PCR 5’cgatgaagatcaagatcattg3d’ Freuling.,

intronic 2014

BatRat Beta-actin RT-PCR 5’aagcatttgcggtggac3’ Freuling, 2014

reverse
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ANEXO 1

1. Acetona 80%

a) Reagentes: Acetona PA e Agua desmineralizada;

b)  Preparo: Em um becker de 1000mL, colocar 800mL de acetona PA e 200mL agua
desmineralizada; Misturar a solugdo com um bastéo de vidro;

c) Armazenamento: 2°C a 8°C;

2. Glicerina 50%

a) Reagentes: Glicerina e Solucdo Salina Tamponada Ph 7,6;

b)  Preparo: Diluir a Glicerina junto a Solucao Salina Tamponada em partes iguais e misturar até
a completa homogeinizacéo;

c) Armazenamento: Temperatura Ambiente;

3. Glicerinatamponada 10%
a) Reagentes: Glicerina PA e solugéo de salima tamponada;
b)  Preparo: Diluir 10 ml de Glicerina PA em 90 ml de Solucéo Salina Tamponada

c) Armazenamento: Temperatura Ambiente;

H

Hipoclorito de Sodio 0,5%
a) Reagentes: Hipoclorito e Agua desmineralizada;
b)  Preparo: Diluir 5 mL de hipoclorito em 1000 mL de dgua desmineralizada (q.s.p).;

c) Armazenamento: Temperatura Ambiente;

5. Solucgéo Salina 0,85%

a) Reagentes: NaCl e Agua Destilada;

b)  Preparo: Adicionar 8,5 g de NaCl em 800 ml de agua destilada. Diluir esta solu¢do com um
bastdo magnético. Apds a completa diluicio completa-se o volume até 1000 ml com agua destilada;

C) Armazenamento: 2 a 8°C;

6. Solugéo Salina Tamponada Fosfatada PH 7,6

a) Reagentes: Na;HPO, 12 H,O, NaH:PO4H>0, NaCl e H,O destilada.

b)  Preparo: Para 1000 ml de SST dissolver os sais em uma parte de agua destilada, adicionar os
sais na quantidade de 2,65g de Na,HPO. 12 H,O, 0,36g NaH,PO4HO e 8,17g de NaCl e apos
dissolugdo, completar o volume final de 1000 ml no recipiente com agua destilada.

c) Armazenamento: 2°C a 8°C
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CAPITULO 2.6.4
BRUCELOSE

1. Amostras

S&o consideradas amostras para o diagnéstico da Brucelose:

1.1. Diagnostico indireto

a)  Soro sanguineo

1.2 Identificacdo do agente

a) Linfonodos

b) Leite

c) Colostro

d) Suabe vaginal

e) Carunculas uterinas

f) Conteldo estomacal fetal

g) Suabe retal fetal

h) Conteudo seroso de bursites cervicais
i) Bago

j) Figado

k) Glandula maméaria

[) Ligamento cervical (bolsa burstica)

2. Recebimento das Amostras
2.1. Disposic¢des Gerais

a) Para atendimento aos Programas e Controle Oficiais do MAPA os Laboratdrios credenciados somente
receberdo as amostras previstas na legislagdo em vigor para as finalidades e ensaios previstos no seu
escopo de credenciamento.

b) As amostras deverdo ser encaminhadas ao laboratorio, individualmente separadas por matriz, e
obedecendo a critérios de biosseguranca.

c) A manipulacdo das amostras para isolamento de Brucella devera ser realizada em nivel de
biosseguranca 3.

3. Técnicas de Diagndéstico
3.1. Disposicdes Gerais

a) Somente poderdo ser utilizados insumos de diagnéstico que tenham registro no MAPA, segundo
legislacdo em vigor;

b) Todos os insumos utilizados na analise devem ser controlados e previamente testados e
aprovados;

c) O laboratério devera realizar os ensaios obedecendo as temperaturas preconizadas pelo fabricante
dos insumos;
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I.  Quando esta informacdo ndo constar na bula o laboratério devera consultar o fabricante,
mesmo que a indicacdo seja de realizacdo a temperatura ambiente;

II.  Quando néo informado pelo fabricante, serdo considerados como temperatura ambiente,
valores de temperatura entre 18 a 25°C.

d) Antes da utilizacdo dos insumos, realizar a avaliagdo de todos os parametros referentes aos lotes
e valores de ponto de corte dos critérios de interpretacao dos resultados;

e) O laboratério deve estabelecer um meio de avaliagdo apropriado para todos os insumos utilizados
Nos ensaios;

f) Devem ser retidos os registros dos controles dos ensaios realizados, devendo ser registrada data
e responséavel de todas as etapas criticas realizadas para cada amostra analisada;

g) Os resultados encontrados para cada amostra e controles, dados dos insumos e equipamentos
utilizados, e outras informagfes pertinentes a rastreabilidade da andlise devem ser registrados em
formularios préprios do laboratério.

3.2. Teste de polarizacéo fluorescente
a) Materiais

I.  Luvas para procedimentos
[I.  Vidraria necesséria para a realizagéo do teste
[ll.  Ponteiras descartaveis
IV. Descartador de ponteiras
V. Reservatorios para solugdes (cubas para descarte de solugbes ou equivalentes)
VI.  Caneta para identificacdo de vidraria

b) Equipamentos e instrumentos

I. Geladeira
[I.  Termbmetros
[ll.  Micropipetas monocanal de volumes regulaveis
IV.  Pipetador automatico ou manual
V.  Cronbmetros
VI.  Agitador de tubos tipo vortex (opcional)
VII.  Leitor de luz polarizada

c) Insumos

I.  Kit de diagnéstico para Brucelose por polarizacao fluorescente
ll.  Agua destilada ou deionizada, conforme recomendac&o do fabricante do kit.

d) Solucdes

No preparo das solugdes devem ser utilizados somente os reagentes fornecidos pelo fabricante, ou
agueles por ele indicados

e) Realizacédo do ensaio

Para realizacdo dos ensaios de polarizacéo fluorescente devem ser consideradas as orientacdes do
fabricante do kit de diagnostico utilizado. Atentar para ocorréncia de atualizacdo na bula do Kkit,
principalmente em mudancgas de lote.
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f) Critérios de aceitacdo do Ensaio

Devem ser obedecidos os critérios de aceita¢do para os resultados dos soros controles presentes na
bula do fabricante do Kit.

g) Interpretacédo dos resultados

I. Ndo Reagente: menos de 10 mP (milipolarizagcao) acima da média dos controles negativo
[I. Inconclusivo: de 10 a 20 mP acima da média dos controles negativos
[ll. Reagente: mais de 20 mP acima da média dos controles negativos

h) Emissao dos resultados

Os resultados deverao ser emitidos em documento denominado “Relatério de Ensaio” e expressos
como “REAGENTE”, “NAO REAGENTE” ou “INCONCLUSIVO”, ou de acordo com o preconizado
com o fabricante do insumo (kit de diagnoéstico).

i) Descarte de Amostras e Residuos

I.  Anteriormente ao descarte de amostras e produtos de ensaio, deverdo ser observados os
prazos minimos estabelecidos no item 3.2 subitem j) Retenc¢é&o de Itens de Ensaio.
II.  Anteriormente ao descarte de amostras e produtos de ensaio, deve ser realizado registro de
descarte em formulério proprio e conferéncia.
lll.  Os materiais descartados devem ser separados adequadamente entre residuos quimicos e
biol6gicos;
IV. O laboratorio deve assegurar a biossegurancga dos residuos gerados, e seguir as legislacdes
ambientais vigentes durante todo o processo do descarte.

j) Retencéao de itens de ensaio

As amostras de soro poderédo ser descartadas 60 dias apos a emissao do relatério de ensaio.
3.3. Teste do Antigeno Acidificado Tamponado (AAT)

a) Materiais

I. Luvas para procedimentos

II. Placas de vidro quadriculadas
[ll. Ponteiras descartaveis
IV. Descartador de ponteiras

b) Equipamentos e instrumentos

I.  Geladeira

. Freezer
[ll.  Micropipetas monocanal de volumes regulaveis ou volume fixo de 30 uL
IV. Caixa de leitura de luz indireta (Huddleson)

c) Insumos
Antigeno para a prova de AAT
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d) Solucdes

Nao aplicavel

e) Realizacédo do ensaio

I. A temperatura ambiente deve ser de 22°C + 4°C
Il. As placas e misturadores devem ser limpos com agua e detergente, devendo ser reutilizados
somente apds estarem secos
lll. Deixar 0s soros e 0 antigeno a temperatura de 22°C + 4°C por, pelo menos, 30 (trinta) minutos.
Caso os soros estejam congelados, este periodo de equilibrio a temperatura ambiente deve
ser de uma hora ou até que o material descongele e atinja a temperatura de prova
IV. Homogeneizar os soros e 0 antigeno antes de realizar o ensaio
V. Dispensar 30 uL de antigeno em cada quadrado da placa de vidro
VI. Dispensar 30 uL do soro a ser testado ao lado do antigeno, preferencialmente sem que os dois
entrem em contato
VII. Misturar, com movimentos circulares, o soro e o antigeno, de modo a obter um circulo de
aproximadamente 2 cm de diametro.
VIII. Agitar a placa com movimentos continuos, por 4 minutos
IX. Colocar a placa na caixa de leitura com luz indireta e proceder a leitura
X. Em todas as provas a utilizagéo de soros controle positivo e negativo é obrigatoria

f) Critérios de aceitagdo do Ensaio

Os resultados so6 serdo validos se forem obtidos os resultados esperados para os controles de prova.
Resultados positivos obtidos apds 0s 4 minutos de prova ndo deverao ser considerados.

g) Interpretacéo dos resultados

I. Amostra REAGENTE — seréo caracterizadas pela presenca de aglutinagdes
Il. Amostra NAO REAGENTE — seréo caracterizadas pela auséncia de aglutinacdes

h) Emissao dos resultados

Os resultados deverao ser emitidos em documento denominado “Relatério de Ensaio” e expresso
como “REAGENTE” ou “NAO REAGENTE”.

i) Descarte de amostras e residuos

l. Anteriormente ao descarte de amostras e produtos de ensaio, deverdo ser observados 0s
prazos minimos estabelecidos no item 3.3 subitem j) Retenc&o de Itens de Ensaio.
Il.  Anteriormente ao descarte de amostras e produtos de ensaio, deve ser realizado registro
de descarte em formulario préprio e conferéncia.
lll.  Os materiais descartados devem ser separados adequadamente entre residuos quimicos
e bioldgicos;
IV. O laboratério deve assegurar a biosseguranca dos residuos gerados, e seguir as
legislacdes ambientais vigentes durante todo o processo do descarte.

j) Retencédo de itens de ensaio
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Amostras de soro poderdo ser descartados 60 dias ap6s a emisséo do relatério de ensaio.

3.4. Teste por meio da técnica de Soroaglutinacdo Lenta em Tubos e Reducédo pelo 2 -
Mercaptoetanol (SAL/2-ME)

a) Materiais

I. Luvas para procedimentos
II. Pipetas de vidro graduadas ou descartaveis
lll. Provetas graduadas
IV. Béqueres
V. Erlenmeyers
VI. Tubos de ensaio
VII. Ponteiras descartaveis
VIIIl. Descartador de ponteiras
IX. Reservatorios para descarte de solugdes (cubas)
X. Papel absorvente
Xl.  Caneta para identificagéo de vidraria
Xll.  Cubas para descarte de materiais resistente a autoclavagéo

b) Equipamentos e instrumentos

I.  Capela de exaustdo quimica
II.  Geladeira
lll.  Freezer
IV. Estufa
V.  Termbmetros
VI.  Micropipetas monocanal de volumes regulaveis
VIl.  Pipetador automatico ou manual
VIIl.  Agitador de tubos
IX.  Balanca analitica
X.  Centrifuga refrigerada

c) Insumos

[.  2-ME com 99% de pureza minim
II.  Antigeno para prova de soroaglutinagdo lenta em tubos para o diagndstico da brucelose
(SAL/2-ME)

d) Solucdes

I.  Salina 0,85 % sem adicao de formol
II.  Salina a 0,85% contendo 0,5% de fenol (salina fenicada)

e) Disposicbes gerais

I.  Adiluigdo do antigeno para a série de tubos com 2-ME deve ser realizada em solugédo salina
a 0,85%, sem adicao de fenol;
[I.  Quando ndo indicado pelo fabricante, os antigenos diluidos devem ser conservados sob
refrigeracéo (+4°C a +8°C), podendo ser utilizados por um periodo de até uma semana
M. O 2-ME, com 99% de pureza minima, deve ser mantido em frascos de cor ambar,
hermeticamente fechados, armazenado de acordo com a recomendacédo do fabricante, e
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manipulado em capela de exaustédo quimica

IV. Em cada teste serdo incluidos soros para controle de prova padronizado e com resultados
conhecidos pelo laboratério. Devem ser observadas reacdes positivas e negativas no SAL e
no 2- ME, assim como uma rea¢ado com titulo maior na SAL que no 2-ME

f) Realizacao do ensaio
I. Permitir que a temperatura de todos os reagentes e amostras se equilibre com a do ambiente
II. Diluir em tubos, o antigeno para Soroaglutinacdo Lenta (SAL) 100 (cem) vezes em solucéo
salina a 0,85% contendo 0,5% de fenol. Concentracéo final 0,045%
[ll.  Diluir o antigeno para a prova de 2-ME em tubos 50 (cinquenta) vezes em solugéo salina 0,85%
sem adicao de fenol. Concentracao final 0,090%
IV. Preparar solucdo de 2-ME a 0,1M misturando-se 7,8 mL de 2-ME a 992,20 mL de solugéo salina
a 0,85% sem fenol. Para volumes diferentes, utilizar a mesma proporcéo;
V. Colocar, em uma estante, duas fileiras de quatro tubos de vidro de 13 mm X 75 mm, para cada
amostra de soro a ser testada
VI. Utilizando micropipetas, fazer diluigbes seriadas das amostras de soro a 1:200, 1:100, 1:50 e
1:25, distribuindo-se, nessa ordem, 10 pL, 20 pL, 40 puL e 80 pL de soro em cada fileira de
tubo
VII. Dispensar 1 mL de solucéo de 2-ME 0,1 mol/L diluido em solug&o salina nos quatro tubos para
a prova de 2-ME
VIIl. Deixar esses tubos em repouso por, pelo menos, 15 (quinze) minutos em temperatura ambiente,
para que o 2-ME lise as moléculas de IgM
IX.  Enquanto os tubos da prova de 2-ME estiverem em repouso, dispensar 2 mL do antigeno
diluido 1:100 em salina fenicada nos quatro tubos para a prova de SAL
X.  ApOs os quinze minutos, dispensar 1 mL do antigeno diluido 1:50 em soluc&o salina nos quatro
tubos para a prova de 2-ME. A concentragdo final do antigeno na solugéo sera de 0,045% e
a do 2-ME de 0,05 mol/L
XI.  Misturar bem agitando a grade de tubos
XIl. Incubar a 37 = 2°C por 48 + 3 horas
Xlll. Realizar a leitura da prova que € feita por meio de uma fonte de luz indireta contra um fundo
escuro e opaco, com uma fonte de luz que atravesse os tubos. As fontes de luz estranhas
devem ser reduzidas

g) Critérios de aceitacdo do Ensaio

I.  Os resultados s6 serdo validos se forem obtidos os resultados esperados para os controles
de prova;

II.  Ocasionalmente, em amostras que apresentam titulo elevado, o tubo da diluicdo 1:25 pode
estar um pouco turvo na prova do 2-ME, ainda que os tubos subsequentes estejam claros.
Isto ndo deve ser considerado como resultado negativo do teste.

h) Interpretacdo dos resultados

I. As interpretacbes baseiam-se no grau de turvacdo dos tubos e na firmeza dos grumos
(aglutinacdo do antigeno), ap6s agitacédo suave dos tubos.

II. O resultado de cada amostra sera determinado pelo titulo sorolégico encontrado nas provas de
SAL e 2-ME. Esse titulo sera correspondente ao inverso da maior diluicdo em que se observa
reacdo de aglutinacéo.

lll. O grau de aglutinagéo em cada uma das distintas diluicdes deve ser classificado como: completo
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(+), incompleto (I) ou negativo (-):
i) Reacdo completa: é aquela em que o liquido da mistura soro/antigeno aparece translicido, e a
agitacao suave ndo rompe 0S grumos;
ii)Reacdo incompleta: é aquela em que a mistura soro/antigeno aparece parcialmente translicida,
€ uma suave agitacdo ndo rompe 0S grumos;
iii) Reacdo negativa: é aquela em que a mistura soro/antigeno aparece opaca ou turva, e uma
agitacdo suave néo revela grumos;

IV.  Ainterpretacédo dos resultados da prova é realizada segundo os QUADROS 1 e 2.

QUADRO 1: interpretacdo da prova do 2-ME para fémeas com idade igual ou superior a 24 (vinte e
guatro) meses e vacinadas entre 3 (trés) e 8 (oito) meses de idade.

2-ME SAL | NR 251 25 501 50 100 | 100 200 | 200
NR -
251 - -
25 - - +
501 - - + +
50 - - + + +
1001 - - + + + +
100 Inc Inc + + + + +
2001 Inc Inc + +
200 Inc Inc + + + + + + +

(+): positivo; (-): negativo; SAL: Soroaglutinacdo Lenta; 2 ME: Teste do 2-Mercaptoetanol; NR: ndo
reagente; I: Reacéo incompleta; Inc: reacéo inconclusiva; Area hachurada: Combinac&o teoricamente
ndo esperada.

Fonte: BRASIL. MINISTERIO DA AGRICULTURA, PECUARIA E ABASTECIMENTO (2006).

QUADRO 2: interpretacdo da prova do 2-ME para fémeas néo vacinadas ou vacinadas com a
vacina RB51 e machos com idade superior a 8 (0ito) meses.

2-ME SAL | NR 251 25 501 50 1001 100 2001 200
NR -
251 - -
25 - - +
501 - - + +
50 Inc Inc + + +
1001 Inc Inc + + + +
100 Inc Inc + + + + +
200 | Inc Inc + + + + +
200 Inc Inc + + + + + +

(+): positivo; (-): negativo; SAL: soroaglutinacdo Lenta; 2 ME: Teste do 2-Mercaptoetanol; NR: néo
reagente; |: reagéo incompleta; Inc: reac&o inconclusiva; Area hachurada: combinag&o ndo esperada
teoricamente.

Fonte: BRASIL. MINISTERIO DA AGRICULTURA, PECUARIA E ABASTECIMENTO
(2006).
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i) Emisséo dos resultados

Os resultados deverao ser emitidos em documento denominado “Relatério de Ensaio” e expressos
como “titulo (completo ou incompleto)”.

j) Descarte de Amostras e Residuos

I.  Anteriormente ao descarte de amostras e produtos de ensaio, deverdo ser observados os

prazos minimos estabelecidos no item 3.4. subitem k) Retenc¢éo de Itens de Ensaio.

IIl.  Anteriormente ao descarte de amostras e produtos de ensaio, deve ser realizado registro
de descarte em formulario préprio e conferéncia.

lll.  Os materiais descartados devem ser separados adequadamente entre residuos quimicos
e bioldgicos.

IV. O laboratério deve assegurar a biosseguranca dos residuos gerados, e seguir as
legislacdes ambientais vigentes durante todo o processo do descarte.

k) Retencédo de itens de ensaio

Amostras de soro poderdo ser descartados 60 dias apds a emisséo do relatério de ensaio.

3.5. Teste do Anel do Leite (TAL)
a) Materiais

I. Luvas para procedimentos
Il. Pipetas de vidro graduadas ou descartaveis
[ll. Tubos de ensaio
IV. Ponteiras descartaveis
V. Descartador de ponteiras
VI. Caneta para identificagéo de vidraria
VII. Cubas para descarte de materiais

b) Equipamentos e instrumentos
I. Geladeira
[I.  Estufa ou banho-maria
lll.  Termbmetros
IV.  Micropipetas monocanal de volumes regulaveis, ou de volumes fixos de 30 pL e 1000 pL
V.  Pipetador automatico ou manual
VI.  Cronbmetros
VII.  Agitador de tubos tipo vértex (opcional)

c) Insumos

Antigeno para a prova de TAL

d) Solucdes

N&o aplicavel

e) Disposicdes gerais
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I. As amostras de leite devem ser mantidas entre 2°C e 8°C por pelo menos 24 horas antes da
realizacdo do TAL.
II. Amostras que foram congeladas ou pasteurizadas nao podem ser utilizadas.

f) Realizacao do ensaio

I. Deixar as amostras de leite e 0 antigeno a temperatura de 22°C + 4°C por, aproximadamente, 60
(sessenta) minutos, ou até que as temperaturas do leite e do antigeno se equilibrem com a
temperatura ambiente

Il. Homogeneizar as amostras e dispensar 1 mL em tubos de 10 mm x 100 mm, 10 mm x 75 mm ou
equivalentes, de modo que a coluna de leite tenha, aproximadamente, 2 cm de altura. A
guantidade de leite a ser utilizada no teste deve ser aumentada de acordo com o descrito no
QUADRO 3;

lll. Adicionar 30 uL de antigeno ao leite, tampar o tubo e homogeneizar até obter uma mistura
homogénea do antigeno no leite

IV. Incubar por 1 hora a 37°C + 2°C e proceder & leitura

QUADRO 3. Quantidade de leite a ser utilizada no teste (TAL)

N° de animais Volume de leite (em mL)
Até 150 1
151 a 450 2
451 a 700 3

Acima de 700 Dividir em lotes menores

Fonte: BRASIL. MINISTERIO DA AGRICULTURA, PECUARIA E ABASTECIMENTO (2006)

g) Critérios de aceitacdo do Ensaio

De acordo com os resultados dos controles de prova:
I.  Reagente: anel de gordura com coloragéo azulada igual ou maior que a coluna de leite;
IIl.  Nao Reagente: coluna de leite com coloragdo azulada mais intensa que o anel de gordura;

h) Interpretacdo dos resultados

I.  Amostra REAGENTE: anel de gordura com coloragdo azulada igual ou maior que a coluna de
leite azulada;

ll.  Amostra NAO REAGENTE: coluna de leite com colorac¢do azulada mais intensa que o anel
de gordura.

i) Emissé&o dos resultados

Os resultados deverao ser emitidos em documento denominado “Relatério de Ensaio” e expressos

como “reagente”, “n&o reagente”, ou de acordo com o preconizado com o fabricante do insumo (kit
de diagnéstico).

j) Descarte de Amostras e Residuos

I.  Os materiais descartados devem ser separados adequadamente entre residuos quimicos e
biolégicos.

[I. O laboratério deve assegurar a biosseguranca dos residuos gerados, e seguir as legislacdes
ambientais vigentes durante todo o processo do descarte.
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k) Retencéao de itens de ensaio

Descartar das amostras apds a realiza¢@o do ensaio.
3.6. Teste de Fixacdo do Complemento (FC)

3.6.1. Materiais

a) Luvas para procedimentos

b) Vidraria necessaria para a realiza¢éo da prova

c) Ponteiras descartaveis

d) Descartador de ponteiras

e) Papel milimetrado (log/log ou log/probability) — opcional
f) Papel milimetrado

g) Caneta para identificacdo de vidraria

h) Cubas para descarte de materiais

3.6.2. Equipamentos e instrumentos

a) Geladeira

b) Estufa

c) Termdmetros

d) Micropipetas monocanal e multicanal para 25 L
e) Pipetador automatico ou manual

f) Crondmetros

g) Agitador de tubos tipo vértex (opcional)

h)  Agitador de microplacas

i) Espelho para leitura de microplacas (opcional)

3.6.3. Insumos

a) Antigeno para diagndstico da brucelose pela prova de soroaglutinagéo lenta (Ag)
b)  Controle Positivo Baixo (CL)

c) Controle Negativo (CN)

d) Padrao de Cianometahemoglobina (CMH)

e) Hemaéacia de Carneiro

f) Complemento de cobaio

g) Hemolisina (procedéncia: coelho)

3.6.4. Solucgdes

a)  Solugdo de Alséver ou ACD

b)  Solugéo de Drabkin (SD)

c) Tampéo Veronal (1X) ou Trietanolamina

d)  Suspencéo de eritrocitos

e) Tampao Veronal 5X (20,3g de MgCl;, 3,32g de CaCl, 340g de NaCl, 15g de Barbiturato de
sédio, 23g de Barbital e 8000 mL de agua destilada)

3.6.5. Realizac&o do ensaio

a) Tratamento das amostras do ensaio e soros controle
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I. Inativar as amostras que serdo analisadas no ensaio e 0s soros controle, em banho-maria por 30
minutos, a temperatura de 58°C + 1°C para amostras de soro bovino e 62,5 °C + 1°C para
amostras de soro bubalino

i) Apos o periodo de inativacdo, se as amostras forem imediatamente testadas podem ser
mantidas a temperatura ambiente ou a temperatura de refrigeracédo (2°C a 8°C)

ii) As amostras inativadas podem permanecer sob refrigeracédo (2° a 8° C) por no maximo
24h. Apés este periodo devem ser congeladas em temperatura maxima de -20°C;

II. As amostras do ensaio e soros controle devem ser diluidos em Solucdo de Trabalho que consiste
em 100 mL de tampdo veronal 5x concentrado, 395 mL de dgua destilada, e 5mL de gelatina
soluvel 10%, na proporcao de 1:10.

lll. Manter, preferencialmente, os reagentes em banho de gelo durante os procedimentos de
titulacdo e execucdo do ensaio;

IV. A solugédo de complemento e o complemento deverdo ser mantidos em banho de gelo durante
todo periodo de ensaio ou titulagao.

b) Determinacédo da densidade 6ptica (DO) alvo

I.  Método da cianometahemoglobina
i) Neste método, a Hb é convertida em cianometahemoglobina (mais estavel), por diluicdo
em RC resultando em um padrdo que é utilizado para ajustar o volume celular da
suspensdo de eritrdcitos.
ii) Para uma suspenséo de eritrécitos a 3%, diluida 1:16, tem-se 60 mg de Hb/dL.

[I. Célculo do fator de calibragéo
i) Preparar uma solucéo padréo de hemoglobina (Hb) contendo 60 mg/dL em 5 mL de RC
ii) Homogeneizar e aguardar 5 minutos
iii) Ler a densidade ¢tica (DO), em 540 nm, usando RC como branco em aparelho
espectrofotbmetro. A leitura corresponde a DO alvo.

c) Lavagem da suspensdao de eritrocitos

I. Coletar aproximadamente 50 mL de sangue de carneiro em 12,5 mL de solugdo de ACD ou
volume correspondente (50 mL) de Alsever.
II. Armazenar o sangue coletado por uma semana sob refrigeracdo (2°C a 8°C). Descartar caso
apresente sinais de contaminagédo ou hemolise excessiva.
[ll. Filtrar volume de suspensao de eritrocitos suficiente para a realiza¢do das provas. Sugere-se 5
mL a 10 mL, conservados em ACD ou Alsever, em um filtro delgado de gaze e algod&o, para
um tubo conico de centrifuga de 50 mL;
IV. Adicionar volume proporcional de tampdo de uso perfazendo uma diluicdo final de 1.5
(aproximadamente 40 mL);
V. Sedimentar os eritrécitos por centrifugacdo. Sugere-se centrifugar a 1500 x g por 10 minutos.
VI. Descartar o sobrenadante e retirar a fina camada de células brancas que se deposita sobre os
eritrécitos sedimentados;
VII. Repetir o processo de lavagem 2 vezes;
VIIl. Descartar o sobrenadante;
IX. Ressuspender o volume de eritrocitos obtido, em volume 25 vezes maior de tampao de uso,
afim de produzir uma suspensdo a aproximadamente 4%. Exemplo de célculo no QUADRO
4.
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QUADRO 4. Exemplo de célculo de suspenséo a 4% para volume celular obtido de 3,5 mL

1 mLde ER ------------- 25 mL de tampéao de uso
3,5 mL de ER obtido ----- X mL de tampéo de uso
X =87,5mL.

Fonte: LFDA-MG

d) Padronizacdo da suspensdo de eritrocitos a 3% volume celular (vc)

v

V.

Vi
Vi

VIII.

IX.

X

e)

.
Il.
M.
V.

V.

VI.

VII.
VIII.

XI.

XII.

. Romper 0,5 mL da suspenséo de eritrocitos preparada anteriormente em 7,5 mL de RC, obtendo-
se uma solucao final 1:16;

. Ler a DO em 540 nm usando RC como branco;

. Calcular a porcentagem de eritrocitos presente nesta suspensdo considerando que a DO alvo

possui 3% de eritrdcitos;

. Se necessario, ajustar o volume final adicionando ou retirando tampédo de uso da suspenséao
guando ela apresentar volume celular maior ou menor que 3%, respectivamente, de acordo
com a férmula;

Romper 0,5 mL da suspensédo de eritrécitos padronizada a 3% de células em 7,5 mL de RC
(1:16);

. Ler a DO em 540 nm, usando RC como branco;

. Calcular a porcentagem de eritrécitos presente nesta suspenséo considerando que a DO alvo
possui 3% de eritrocitos.

Caso os valores ndo sejam correspondentes, repetir os procedimentos até obter uma
suspenséao a 3% vc.

Esta é a DO a ser utilizada na rotina (100% de hemodlise).

. A suspensdo de eritrécitos padronizada, se estocada sob refrigeracdo, podera ser usada por até

72 horas ap0s preparo, desde que nao haja evidéncia de lise.

Titulagdo da HL

Titular a HL a cada novo lote;
Preparar uma suspensao de eritrocitos padronizada a 3 % vc;
Preparar uma dilui¢éo inicial de HL 1:10 para um volume final de 3 mL;
Preparar 10 mL de uma solucdo de HL 1:100 (1 mL de HL 1:10 + 9 mL de tamp&o de uso). Pode-
se diluir a HL 1:100 em aliquotas e estoca-las congeladas;
Escolher 9 diluicbes da HL de acordo com o0 QUADRO 5. As dilui¢gBes indicadas sdo apenas
sugestdes e podem variar de acordo com a atividade do lote de HL utilizado;
Identificar uma série de 9 tubos com as diferentes diluicbes de HL que serdo utilizadas;
Colocar 1 mL de eritrocitos (ER) padronizados a 3 % em cada um dos tubos;
Adicionar 1 mL de cada diluicdo de HL no respectivo tubo, formando o SH;
. Homogeneizar os tubos e incuba-los em banho-maria a 37 °C + 2 °C por 15 minutos, com
agitacdo a cada 5 minutos;
. Preparar uma diluig&o inicial de C' 1:10 para um volume final de 3 mL (300 pyL de C' + 2,7 mL de
tampéo de uso);
Escolher 3 diluicdes do C' de acordo com 0 QUADRO 6. As diluicdes indicadas sdo apenas
sugestdes e podem variar de acordo com a atividade do lote de C' utilizado.
Preparar 3 séries de tubos correspondentes as diluicbes do complemento que serdo
utilizadas, de modo que este produza 70 % a 80 % de hemdlise com a diluicdo de HL mais
concentrada;
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XII.
XIV.
XV.

XVI.
XVII.

XVIII.

XIX.

XX.

XXI.

XXII.

XXIII.

XXIV.
XXV.
XXVI.

Identificar os tubos de cada série de acordo com as diluic6es de HL e C' utilizadas;

Adicionar 1 mL de tampd&o de uso e 0,5 mL de cada C' diluido;

Transferir 0,5 mL do sistema hemolitico (SH) de cada diluicdo da HL para cada tubo das 3
séries contendo C' e tampé&o de uso, e homogeneizar;

Incubar em banho-maria a 37 °C + 2 °C por 30 minutos, com agitagdo aos 15 minutos;

Retirar os tubos do banho-maria e adicionar 2 mL de tampdao de uso gelado, a temperatura de
2 °C a 8 °C em cada um deles para ajustar o volume para leitura no espectrofotémetro;

Centrifugar a aproximadamente 1.500 x g por 10 minutos, para depositar qualquer eritrécito
remanescente nao lisado;

Determinar a absorbéncia de cada um dos tubos no comprimento de onda de 540 nm,
utilizando agua destilada como branco;

Calcular a porcentagem de hemolise em cada tubo comparando os resultados obtidos acima
com o tubo contendo 100 % de hemdlise;

Usar como valor de 100 % de hemolise a DO da solugéo obtida lisando 0,5 mL da suspenséo
de eritrocitos padronizada a 3 % vc em 7,5 mL de 4gua destilada;

Plotar a porcentagem de hemdlise x diluicdo da hemolisina em papel milimetrado com escala
aritmética;

Para calibrar a abscissa, medir uma distancia arbitraria (por exemplo, 20 cm), com divisdes em
escala de 10, a partir da extremidade esquerda e colocar ai um ponto representando a diluicdo
de HL 1:500. Isso forma a extremidade final direita da abscissa. As distancias representando
as outras diluicbes séo calculadas dividindo 500 pela diluicdo reciproca e multiplicando o
resultado pelo comprimento da abscissa (no caso, 20 cm). A porcentagem de hemdlise é
marcada linearmente ao longo da ordenada, com a distancia entre os pontos de 1 cm;

Ligar os pontos do gréfico ignorando os outliers;

Determinar o ponto do grafico no qual se inicia o plat6;

Interpretacdo dos resultados

Os resultados da titulagéo serdo considerados satisfatorios se o referido platd estiver entre
30 % e 80 % de hemdlise;

Para os testes, usar uma diluicdo acima do ponto onde se inicia o platé ou, no mimino, 25%
mais concentrada que a diluicdo supracitada;

A guantidade de HL utilizada no teste ndo é critica, ao contrario da quantidade de amostra.
Um excesso de HL nédo afeta a sensibilidade do teste significativamente. Diluicdes muito
baixas de HL, podem provocar aglutinacao dos eritrcitos.
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QUADRO 5. Diluigbes da HL

Diluicdes da| HL 1:10 HL 1:100 HL 1:1.000 | Tampéao de | Volume final

HL (mL) (mL) (mL) uso (mL) (mL)
1:100 10 | - | - 9,0 10,0
1:250 | @ - T 1,8 3,0
1:300 | - O 2,0 3,0
1:500 | @ - 10 | - 4,0 50
1:750 | @ - 15 | - 3,5 50
1:1.000 | - 10 | - 9,0 10,0
1:2.500 | = ---- 02 | @ - 2,8 3,0
1:2.000 | - | - 1,0 1,0 2,0
1:3.000 | - | - 1,0 2,0 3,0
1:5.000 | - | - 1,0 4,0 50
1:10.000 | - | - 1,0 9,0 10,0

Fonte: LFDA/MG, adaptado de Alton et al. (1988)

QUADRO 6. Diluicbes do C' para titulagdo da HL

Diluicdes do C' C'1:10 (uL) Tampédo de uso (mL) | Volume final (mL)
1:150 400 5,60 6,0
1:200 300 5,70 6,0
1:250 240 5,76 6,0
1:300 200 5,80 6,0
1:350 171 5,83 6,0
1:400 150 5,85 6,0

Fonte: LFDA/MG, adaptado de Alton et al. (1988)

f) Sensibilizacdo dos eritrocitos

I. Preparar uma suspenséo de eritrdcitos padronizada a 3 % vc;
. Diluir a HL de acordo com o titulo encontrado para a prova;
[ll. Misturar partes iguais desses dois componentes;
IV. Incubar em banho-maria a 37 °C + 2 °C por 15 minutos, com agitacédo a cada 5 minutos.

g) Titulagdo do Complemento (C’)

I. Titular o C’ a cada novo lote ou quando houver suspeita de degradagdo do mesmo;
Il. Preparar uma suspensdao de eritrocitos padronizada a 3 % vc;
[Il. Diluir a HL, de acordo com o titulo encontrado para a prova, em um volume final de 5 mL e
sensibilizar os eritrécitos;
IV. Preparar uma diluigéo inicial de C’ 1:10 para um volume final de 2 mL;
V. Escolher 3 diluicbes do C’ de acordo com o QUADRO 9 (As diluigbes indicadas sdo apenas
sugestdes e podem variar de acordo com a atividade do lote de C’ utilizado);
VI. Identificar trés séries de tubos, sendo uma série para cada diluicdo do C'. Cada série devera
conter 6 tubos identificados com os volumes de C’ a seguir: 0,3 mL; 0,4 mL; 0,5 mL; 0,6 mL;
0,7mLe 0,8 mL;

390



VII. Distribuir e incubar os reagentes de acordo com o0 QUADRO 10;

VIII. ApGs incubacao final, adicionar 2 mL de tampé&o de uso gelado, entre 2 °C e 8 °C, em cada tubo
e centrifugar a 1500 x g por 10 minutos para deposi¢éo de qualquer eritrocito néo lisado;
IX. Determinar a absorbancia de cada um dos tubos no comprimento de onda de 540 nm, utilizando
agua destilada como branco;
X. Calcular a porcentagem de hemolise em cada tubo comparando os resultados obtidos com o
tubo contendo 100 % de hemolise;
XI. Usar como valor de 100 % de hemdlise a DO da solucao obtida lisando 0,5 mL da suspensédo de
eritrocitos padronizada a 3 % vc em 7,5 mL de 4gua destilada;
XIll. Caso seja utilizado papel milimetrado com escala dilog, determinar o indice de hemdlise (IH)
através da féormula descrita no QUADRO 7:

QUADRO 7. Determinac¢édo do indice de hemdlise

IH = % de hemdlise do tubo / (100 - % de hemdlise do tubo)

Fonte: LFDA-MG, adaptado de Alton et al. (1988)

XIll.  Plotar o volume de C’ (ordenadas) x % de hemdlise (abscissas) em papel milimetrado log x
probability ou o volume de C’ (ordenadas) x IH (abscissas) em papel milimetrado dilog;
XIV. Considerar somente os tubos que apresentarem valores entre 10 % e 90 % de hemdlise;
XV. O grafico seré valido quando dois pontos estiverem a esquerda do valor correspondente a 50
% de hemolise e dois pontos a direita deste valor;
XVI. Determinar os pontos meédios entre os dois valores acima de 50 % de hemolise e os dois valores
abaixo. Uni-los em uma linha reta;
XVII. Tragar uma reta perpendicular ao eixo das abscissas ligando os pontos 50 % de hemdlise
(abscissas) e o gréfico obtido acima;
XVIII. Determinar o valor correspondente a este ponto nas ordenadas. Este € o volume 1 C’H50
(volume de C’ diluido capaz de lisar 50 % de eritrocitos sensibilizados);
XIX. Determinar a diluicdo de uso (DU) do complemento através da férmula descrita no QUADRO
8.

QUADRO 8. Determinacéo da diluicdo de uso (DU) do complemento

DU = (0,5 x dilui¢éo utilizada na titulagdo) / 5CH50 da Titulacdo

Fonte: LFDA-MG, adaptado de Alton et al. (1988)

XX. Determinar a inclinacdo da reta (tangente do angulo ou coeficiente angular da reta) encontrada
na titulacdo do complemento. A partir de qualquer ponto proximo a extremidade esquerda do
grafico, tracar uma reta de 10 cm de comprimento paralela as abscissas. Medir a distancia,
em mm, entre esta e o grafico;

i) Quando se utilizar papel log x probability este valor deve corresponder a 44 mm + 20
% e, para papel dilog o valor encontrado deve ser de 20 mm £ 10 %;

ii) Valores de inclinacdo fora dos limites estabelecidos ndo interferem nos testes
diagnosticos, no entanto, obtém-se maior reprodutibilidade e repetitividade de
resultados quando os critérios acima citados forem atendidos.
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QUADRO 9. Diluigdes do Complemento (C’)

Diluicoes do C’ C’1:10 (pL) Tampéo de uso (mL) Volume final (mL)
1:150 400 5,60 6,0
1:200 300 5,70 6,0
1:250 240 5,76 6,0
1:300 200 5,80 6,0
1:350 171 5,83 6,0
1:400 150 5,85 6,0
1:450 133 5,86 6,0

Fonte: LFDA-MG, adaptado de Alton et al. (1988)

QUADRO 10. Dilui¢gdes dos reagentes para titulagéo do C’

Tub
Reagentes (mL) ubos
01 02 03 04 05 06
C’ diluido 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8
Tampao de uso 1,2 11 1,0 0,9 0,8 0,7

* Incubar em banho-maria a 37 °C + 2 °C / 30 minutos; ** Incubar em banho-maria a 37
°C + 2 °C / 30 minutos com agitagao aos 15 minutos.
Fonte: LFDA-MG, adaptado de Alton et al. (1988)

h) Titulacdo do Ag

VI.

VII.
VIII.

IX.
. Distribuir 25 pL de tampao de uso em todas os orificios, exceto nos sombreados, de acordo com

X

XI.

XII.

XIII.

XIV.

XV.

XVI.

Realizar a titulacdo em microvolumes, em placas de microtitulagdo com 96 orificios;
Titular o antigeno sempre que um novo lote for utilizado;
Escolher um soro de titulo baixo a moderado (de preferéncia entre 1:50 e 1:100 nas provas
de aglutinacédo, ou 1:16 a 1:32) e dilui-lo a 1:2 (300 pL de soro + 300 pL de tamp&o de uso);
Inativa-lo em banho-maria a 58 °C + 2 °C por 30 minutos;
Preparar uma suspensao de eritrocitos padronizada a 3 % vc;
Diluir a HL de acordo com o titulo encontrado para a prova, em um volume final de 3 mL e
sensibilizar os eritrocitos;
Preparar as diluicdes do antigeno para SAL de acordo com o QUADRO 11;
Preparar uma diluicdo do complemento 5 C’H50, de acordo com o titulo recomendado para
uso em prova e dilui-la para 2,5 C’'H50 e 1,25 C’H50;

Recomenda-se preparar 3 mL da diluicdo 5 C’'H50 e 0,5 mL das demais;

0 QUADRO 12;

Colocar 25 pL de soro inativado e diluido a 1:2 nas colunas 01 e 02, da linha A até a H;

Com pipetador multicanal, diluir o soro em diluicdes duplas a partir da coluna 02 até a coluna
07, nas linhas A até G, desprezando os 25 L restantes. A linha H devera conter apenas as
diluicdes 1:2 e 1:4. Desprezar os 25 pL restantes do orificio 2H;

As colunas 10, 11 e 12 recebem mais 25 pL de tampéo de uso, em lugar do soro, para detectar
atividade anticomplementar do Ag;

Colocar 25 pL de antigeno, nas respectivas diluicbes, nas linhas A até G, nas colunas 01 até
07el1l0a1il2.

Os dois primeiros orificios da linha H recebem mais 25 pL de tampéao de uso, em lugar do
antigeno, para detectar atividade anticomplementar do soro;

Colocar 25 yL de C’ contendo 5 C’'Hs, em todas os orificios contendo soro e, também, na coluna
10, da linha A até a linha G, para controle anticomplementar do Ag;
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XVII.

XVIII.
XIX.

XX.

XXI.
XXII.
XXIII.

XXIV.

XXV.

XXVI.

Colocar 25 pL de C’ contendo 2,5 C’'Hs e 1,25 C’'Hsg nas colunas 11 e 12, respectivamente, da
linha A até a linha G;

Agitar a placa por um minuto e incubéa-la tampada, a 37 °C £ 2 °C por 30 minutos;

Preparar padrées de cor com 0 %, 25 %, 50 %, 75 % e 100 % de hemdlise e distribuir 100 uL
de cada um na coluna 08;

Adicionar 25 L de eritrocitos sensibilizados em todos os orificios, exceto os da coluna 08.
Agitar a placa por um minuto e incuba-la, tampada, a 37 °C £ 2 °C por 30 minutos com agitacao
aos 15 minutos;

Centrifugar a placa a no maximo 900 x g por 10 minutos;

Fazer a leitura observando o grau de hemolise de cada cavidade;

Determinar a diluicdo do antigeno com a qual se obtém o maior titulo do soro. A diluicdo mais
sensivel do antigeno é aquela que produz um nivel maximo de fixacdo do C’ com o antissoro
especifico;

No teste, o antigeno € usado com o dobro da concentragédo 6tima para reduzir a ocorréncia de
prozona,;

A diluicdo do antigeno escolhida deve mostrar 100 % de hemdlise com 5 C’'Hs, € 2,5 C'Hg €,
no minimo, 50 % de hemdlise com 1,25 C’Hs:

No controle anticomplementar do soro, os eritrécitos deverao estar completamente lisados.

QUADRO 11: Diluicbes do Ag

Diluigdes Ag (uL) Ag 1:100 (uL) Tampdao de uso (mL) | Volume final (mL)
1:100 00 | 0 - 9,90 10,0
1:200 | - 1000 1,00 2,0
1:300 | - 600 1,40 2,0
1:400 | @ - 500 1,50 2,0
1:600 | - 500 2,50 3,0
1:800 | - 500 3,50 4,0
1:1.200 | - 300 3,70 4,0

Fonte: LFDA-MG, adaptado de Alton et al. (1988)

QUADRO 12. Esquema de distribuicdo dos reagentes na placa de microtitulacdo

Colunas
Linhas | Diluicoes | 01 | 02 | 03 [ 04 | 05 [ 06 | o7 |08 | 10 [ 11 [ 12
do Ag Diluicbes do soro pC CAC Ag / C’Hsp
1:2 1:4 1:8 | 1:16 | 1:32 | 1:64 | 1:128 50 | 25 |1,25
A 1:100 00
B 1:200 25
C 1:300 50
D 1:400 75
E 1:600 100
F 1:800
G 1:1200
H CACS

CAC S: controle anticomplementar do soro; PC: padrdes de cor; CAC Ag: controle anticomplementar do
antigeno; Coluna 09: néo é utilizada

Fonte: LFDA-MG, adaptado de Alton et al. (1988)



i) Preparo dos padrdes de cor (PC)
I. Os padrbes de cor simulam diferentes graus de hemdlise. Sdo usados como um modelo para

comparacao na leitura do teste;

Il. Preparar uma suspenséo de eritrécitos (SE), contendo 0 % de hemdlise, diluindo 1 mL da

suspensao de eritrocitos padronizada a 3 % em 7 mL de tampéao de uso;

lll. Preparar uma solucédo de hemoglobina (SH) 100 % de hemdlise, rompendo 1 mL da suspenséao

de eritrécitos padronizada a 3 % em 5,6 mL em 4gua destilada. Agitar até que todas as células
sejam lisadas. Adicionar 1,4 mL de tampdo veronal 5x concentrado para restabelecer a
isotonicidade da solu¢do. Nao inverter a ordem da mistura de reagentes;

IV. Preparar os demais padr6es de hemdlise misturando volumes proporcionais da SE com a SH

como mostrado no QUADRO 13.

QUADRO 13. Preparo dos Padrdes de Cor

Porcentagem de hemdlise
Reagentes (ML) 00 25 50 75 100
ER 3 % vc 1,0 1,0
Agua destilada 56
Tampé&o veronal 5x 1,4
Tampéo de uso 7,0
SE 0,75 0,50 0,25
SH 0,25 0,50 0,75

Fonte: LFDA-MG, adaptado de Alton et al. (1988)

j) Execucéo da prova de FC (microtécnica)

I

Il.
M.
V.
V.
VI.
VII.
VIII.

XI

XII.

XIII.

XIV.

XV.
XVI.

Preparar uma suspenséao de eritrcitos com 3 % de volume celular;

Preparar uma solucdo de HL para a prova;

Sensibilizar os eritrdcitos;

Preparar uma solucéo de C’ para a prova;

Preparar uma suspenséao de Ag para a prova;

Preparar PC (padrao de cor) com 0 %, 25 %, 50 %, 75 % e 100 % de hemdlise;

Diluir as amostras de soro em teste a 1:2 (60 uL de soro + 60 uL de tampéo de uso);

Incubar as amostras de soro diluidas a 1:2 em banho-maria a 58 °C + 2 °C por 30 minutos para
inativar o complemento natural do soro e também as IgM (imunoglobulinas M);

Identificar a(s) placa(s) reservando a linha H para o controle anticomplementar do soro (CAC
S) e a coluna 12 para os PC;

Reservar duas colunas de uma das placas para os soros controles, sendo uma para 0 soro
controle positivo (de titulo médio) e outra para o soro controle negativo;

. Distribuir 25 pL de tamp&o de uso em todas os orificios, exceto nos sombreados, de acordo com

0 QUADRO 14;

Distribuir 25 pL dos soros diluidos a 1:2 e inativados nos orificios das linhas A, B e H das
colunas 01 até 11, sendo que cada coluna corresponde a um soro;

Na linha B, homogeneizar o soro e o tampdo de uso com auxilio de um micropipetador
multicanal e transferir 25 pL desta solugéo para a linha C. Repetir este procedimento até a
linha G, diluindo o soro a 1:4 até a 1:128. Descartar os 25 L restantes;

Distribuir 25 uL de antigeno diluido em cada orificio das colunas 01 até 11, exceto na linha H;

Distribuir 25 uL de C’ 5 C'Hso em todos os orificios das colunas 01 até 11;

Agitar a placa por um minuto em agitador de microplaca;
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XVII. Incubar a placa tampada em estufa a 37 °C + 2 °C por 30 minutos;
XVIII.  Distribuir 25 pL de suspenséo de eritrécitos sensibilizados (ES), em todos os orificios das
colunas 01 até 11, inclusive na linha H;
XIX. Distribuir 100 pL de cada padréo de cor na coluna 12;
XX. Agitar a placa por um minuto em agitador de microplaca;
XXI. Incubar em estufa a 37 °C + 2 °C por 30 minutos, com agita¢cdo aos 15 minutos;
XXIIl.  Centrifugar a microplaca a 900 x g por 5 minutos;
XXIIl.  Fazer a leitura observando o grau de hemdlise, o tamanho e a espessura dos botbes de
eritrocitos em cada cavidade, comparando os resultados dos soros em teste com os padrbes
de cor da coluna 12 do QUADRO 14.

QUADRO 14. Esquema de distribuicdo dos reagentes na placa de microtitulacdo

. Diluicdes Colunas
Linhas | & 01[02][03[04][05][06][07[08[09]10]11] 12
0 Soro
Amostras PC
A 1.2 00
B 1:4 25
C 1:8 50
D 1:16 75
E 1:32 100
F 1:64
G 1:128
H CACS

CAC S: controle anticomplementar do soro; PC: padrfes de cor.
Fonte: LFDA-MG, adaptado de Alton et al. (1988)

k) Controles

I. Controle do C’
i) Deve ser realizado em macrovolumes, em paralelo com a prova.
ii) Distribuir 700 pL de tampéao de uso em 04 tubos;
iii) Distribuir 50 pL de C* 5 CH50 em cada um dos tubos;
iv) Incubar em banho-maria a 37 °C + 2 °C por 30 minutos;
v) Adicionar 250 pL da suspensédo de ES em cada tubo;
vi) Incubar em banho-maria a 37 °C + 2 °C por 30 minutos, com agitagdo aos 15 minutos;

vii) Adicionar 1 mL de tampéo de uso gelado, a temperatura entre 2 °C e 8 °C, em cada tubo e
centrifugar a aproximadamente 1500 x g por 10 minutos e determinar a DO em cada tubo;

viii) Calcular a porcentagem de hemdlise em cada tubo comparando os resultados obtidos
com o tubo contendo 100 % de hemdlise e determinar a média;

ix) Usar como valor de 100 % de hemdlise a DO da solucéo obtida lisando 0,5 mL da suspenséo
de eritrcitos padronizada a 3 % vc em 7,5 mL de agua destilada;

x) Calcular a absorbancia média dos 04 tubos. O teste sera considerado vélido se o valor
encontrado variar entre 25 % e 75 % de hemdlise.

II. Controle de reagentes

i)Podera ser realizado alternativamente ao controle do C'. E realizado em microvolumes,
juntamente com o teste.

ii) Reservar a coluna 11 e o orificio 12 H para este controle;
iii) Distribuir os reagentes e realizar a leitura conforme QUADRO 15.
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QUADRO 15. Controle de reagentes

Orificio Controle Tampéo Ag c’ ES ER Resultados
deuso (uL) | (uL) | (ubL) | (uL) | (pL) esperados
A 5 CHso 25 25 25 25 0
B 2,5 CHso 25 25 25 25 Tracos
C 1,25 CHso 25 25 25 25 +1a+2
D 5CHso+ ES 50 25 25 0
G Ag + ES 50 5 | — | 25 | — "
F |5 CHso+ ER (1:2) 50 25 25 +4
G Ag + ER (1:2) 50 25 25 +4
H ER (1:2) 75 25 +4
12| H ES 75 25 +4

Fonte: LFDA-MG, adaptado de Alton et al. (1988)

f) Critérios de aceitagdo do Ensaio

VI.

VII.

VIII.

A prova seré considerada valida se todos os controles derem os resultados esperados;

Se um dos controles falhar e os demais derem os resultados esperados, deve-se realizar

analise critica dos resultados para julgar a validade ou ndo da prova;

Se todo o C’ fixou durante o primeiro estagio, ndo havera hemdlise e isso significa que o
soro em teste contém Ac anti - brucela e, entéo, é positivo;

Se ocorrer lise dos eritrocitos significa que o C’ nao foi fixado no primeiro estagio, pois o
soro teste ndo continha Ac anti - brucela e, entédo, é negativo;

A interpretagdo dos resultados € baseada no percentual de hemolise dos eritrocitos
sensibilizados, comparado ao padréo de cor;

O percentual de hemodlise é baseado no tamanho do botdo de hemacias, na cor do
sobrenadante e na espessura do botdo, nesta ordem de importancia;

Orificios com botdes grandes tém menos hemdlise e, entdo, maior escore. Se 0
sobrenadante de um orificio € escuro, mais hemolise ocorreu e o escore € menor. Se o
botdo é compacto, menos hemalise ocorreu e 0 escore € maior;

No controle anticomplementar do soro, os eritrocitos deverdo estar completamente lisados.

g) Interpretagéo dos resultados

I. A prova sera considerada valida se todos os controles apresentarem resultados esperados;

VI.

Se um dos controles falhar e os demais apresentarem os resultados esperados pode ser

realizada andlise critica dos resultados para julgar a validade ou ndo da prova;
Se dois dos controles apresentarem resultados nao esperados, invalidar e repetir a prova, ap6s
analise da causa dos fatos ocorridos;
Se todo o C’ fixou durante o primeiro estagio, ndo havera hemalise e isso significa que o soro
em teste contém Ac anti - brucela e, entdo, é positivo;
Se ocorrer lise dos eritrocitos significa que o C’ nao foi fixado no primeiro estagio, pois o soro

teste ndo continha Ac anti - brucela e, entéo, é negativo;

A interpretacdo dos resultados é baseada no percentual de hemdlise dos eritrocitos
sensibilizados, comparado ao padrdo de cor, conforme QUADRO 16.
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QUADRO 16. Interpretacdo da prova de Fixacdo de Complemento (por pogo)

. % Fixacgdo de Resultado no
% de Hemolise Complegmento Orificio Escore
00 100 Reagente +4
25 75 Reagente +3
50 50 Reagente +2
75 25 Reagente +1
75 a 100 00a 25 N&o Reagente T (tracos)
100 00 N&o Reagente 0

Fonte: LFDA-MG, adaptado de Alton et al. (1988)

h) Emissao dos resultados

Os resultados deverao ser emitidos em documento denominado “Relatério de Ensaio” e expressos
como “REAGENTE”, “NAO REAGENTE”, ou de acordo com o preconizado pelo fabricante do insumo
(kit de diagnéstico).

i) Descarte de Amostras e Residuos

I.  Anteriormente ao descarte de amostras e produtos de ensaio, deveréo ser observados os

prazos minimos estabelecidos no item 3.6 subitem j) Retencgé&o de Itens de Ensaio

IIl.  Anteriormente ao descarte de amostras e produtos de ensaio, deve ser realizado registro
de descarte em formulario préprio e conferéncia.

lll.  Os materiais descartados devem ser separados adequadamente entre residuos quimicos
e bioldgicos;

IV. O laboratério deve assegurar a biosseguranca dos residuos gerados, e seguir as
legislacdes ambientais vigentes durante todo o processo do descarte.

j) Retencédo de itens de ensaio

Soros sanguineos poderdo ser descartados 60 dias apos a emisséao do relatério de ensaio.

3.7 Isolamento
3.7.1 Materiais

a) Algas bacterioldgicas estéreis e descartaveis

b) Bandejas de material resistente a autoclavacéo

c) Caixa de leitura com luz indireta

d)  Cubetas de vidro

e) Descartador para algas bacteriolégicas e suabes

f) Descartador de pipetas

g) Laminas para microscopia

h)  Papel filtro de 0,45 um

i) Pincas, tesouras e bisturis estéreis

i) Pipetas graduadas de 5 mL e 10 mL

k)  Pipetas de transferéncia de 1 mL ou 2 mL

) Placas de Petri de aproximadamente 9,5 mm de didmetro
m)  Sacos plasticos para homogeneizador tipo Stomacher
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n)  Suabe estéril
0) Tubos de ensaio de 13 mm x 75 mm e 18 mm x 180 mm
p) Grades para tubos de ensaio

3.7.2 Equipamentos e instrumentos

a) Banho-maria a 56 °C

b) Cabine de Seguranca Bioldgica (CSB), Classe A Tipo Il (requisito minimo)
c) Centrifuga refrigerada

d)  Espectrofotdmetro

e) Estufaa37°Cx2°C

f) Estufaa 37 °C £ 2 °C com 5% a 10% de COy;

g) Macropipetadores

h)  Micropipetadores de volumes de 20 uL, 100 pL e 1000 pL
i) Microscopio 6ptico

i) Microscopio estereoscopico

k)  Homogeneizador tipo Stomacher

) Geladeira

m)  Autoclave

3.7.3 Insumos

a) Agua destilada

b) Coloragdo de Laminas pelo Método de Gram
¢) Producéo de fagos Tb

d) Meio SIM

e) Agar sangue de carneiro desfibrinado

f)  Agar triptose

g) Agar uréia de Christensen

h)  Meio nitrato

i) Caldo tioglicolato

i) Meio de gelatina (12%) nutritivo para pungéo
k)  Agar nutriente com extrato de levedura

)i Agar triptose com corantes (tionina, fucsina basica e safranina O);
m) Agar triptose com 5% de soro;

n)  Agar triptose com suplemento seletivo Farrel e 5% de soro
0) Fitas de acetato de chumbo

p)  Agar triptose com Eritritol

q) Agar triptose com penicilina

r)  Agar MacConkey

s)  N’'N’N’'N’'Tetrametil-p-fenileno

t) Etanol 95 °GL

u) Reativo de Kovac's

v)  Agar citrato de Simmon’s

w)  Agar vermelho de fenol com Glicose a 1%

3.7.4 Solucobes
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a)
b)
c)
d)
€)
f)

9)
h)
i)

)

k)

Solucao de cristal de violeta (bateria de GRAM)

Solucéo de cristal violeta 1:40 para teste de dissociagéo
Solucao salina 0,5% peptonada a 1%

Solucéo salina 0,85%

Solucéo salina fenicada

Solucao de acido sulfanilico 0,8% em acido acético 5 mol/L
Solucgéo de alfa-naftilamina 0,5% em acido acético 5 mol/L
Solucao de acriflavina 1:10.000

Solucao de safranina 0,25%

Solugéo de lugol

Alcool etilico 95 © INPM

3.7.5 Realizac&o do ensaio

3.7.5.1 Disposic¢des gerais

a)

Todas as etapas deste ensaio deverdo ser realizadas em CSB Classe A Tipo Il (requisito

minimo) e atender as recomendacdes do nivel 3 de Biossegurancga.

b)

As amostras ndo devem ser congeladas e descongeladas repetidas vezes pelo risco de reduzir

drasticamente a viabilidade das células bacterianas.

c)

Os testes para tipificacdo deverdo ser feitos o quanto antes, apos o isolamento inicial, pois

algumas culturas sao instaveis e podem tornar-se dissociadas ou inviaveis apds varios repiques.

3.7.5.2 Isolamento de bactérias do género Brucella

a) Isolamento primario

As amostras deverdo ser descongeladas sob refrigeracdo overnight ou em temperatura ambiente
quando forem processadas no mesmo dia.

Meios de cultura e reagentes
i) Agar triptose com 5% de soro
ii) Agar triptose com 5% de soro e suplemento seletivo Farrel
iii) Salina 0,85% ou
iv) Salina 0,85% peptonada 1%

Leite

Centrifugar entre 6.000 x g e 7.000 x g por 15 minutos, sob refrigeracao;
Descartar a fase intermediaria em um recipiente com solucao desinfetante;
Misturar o sobrenadante e o depdésito com um suabe estéril ou alca bacteriol6gica;
Estriar a mistura em placas com os meios de cultura citados acima,;

Incubar as placas invertidas a 37 °C + 2 °C por até 14 dias em atmosfera contendo 5% a 10%
de COs

Suabe vaginal, uterino ou retal
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iii)

iv)

vi)

Estriar o suabe diretamente em placas com os meios de cultura citados acima,

Incubar as placas invertidas a 37 °C £ 2 °C por até 14 dias em atmosfera contendo 5% a 10%
de COa..

Tecidos sélidos

Remover a gordura da amostra;

Cortar o tecido em pequenos pedacos de aproximadamente 2 cm, usando instrumental
esterilizado;

Colocar os pedacos em um saco de stomacher e adicionar um volume de salina peptonada
correspondente a aproximadamente duas vezes o volume do material,

Processar no stomacher durante 2 a 3 minutos;

Inocular o material processado em, pelo menos, uma das placas contendo &gar triptose com 5
% de soro e agar triptose com Farrel;

Incubar as placas invertidas a 37 °C + 2 °C por até 14 dias em atmosfera contendo 5% a 10%
de CO..

Interpretacéo de resultados

As colbnias de brucela podem ser visualizadas na superficie do 4gar a partir do 3° ou 4° dia
de incubagdo. Eventualmente, podem ser identificadas apos 48 horas de incubacéo;

Séo arredondadas, brilhantes, convexas, branco-pérola, com margens lisas e com 1 a 2 mm
de didmetro. Quando as placas sdo colocadas contra a luz, as colbnias apresentam-se
transparentes e com caracteristica cor de mel,

iii) No isolamento primario, as col6nias podem apresentar uma forma atipica devido a distor¢édo

pelos glébulos de gordura ou fragmentos de tecido deixados no meio;

iv) Uma minuciosa procura nas placas deve ser feita, pois, frequentemente, pode aparecer

apenas uma pequena coldnia do microrganismo.

b) Isolamento secundério

No caso de placa muito contaminada ou de colbnias muito proximas, repicar as colonias
caracteristicas em placas contendo agar triptose com 5% de soro e/ou agar triptose com
suplemento seletivo;

Incubar as placas invertidas a 37 °C + 2 °C por até 4 dias em atmosfera contendo 5% a 10%
de COy;

Verificar o crescimento diariamente, pois as coldnias podem crescer antes deste periodo.

c) Selecao de colbdnias caracteristicas

Il.
V.

Selecionar pelo menos 3 colbnias caracteristicas;

Repicar as colbnias em agar triptose com 5 % de soro e incubd-las a 37 °C + 2 °C por até 4
dias em atmosfera contendo 5 % a 10 % de CO, para producéo de massa bacteriana;
Recolher a massa e ressuspender em aproximadamente 1 mL de salina estéril 0,85%;
Inativar em banho—maria & 65°C por 1 hora para serem enviadas a identificacdo por reacéo
em cadeia da polimerase (PCR). Outra parte da massa bacteriana nado inativada sera
recolhida e armazenada em freezer para posterior identificagdo bioquimica.

3.7.5.3 Caracteristicas morfo-tintoriais (Gram)

3.7.5.3.1 Disposicdes gerais

a)
b)

Utilizar laminas limpas, secas e desengorduradas;
Usar luvas para evitar contato direto da pele com os corantes;
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¢) Em caso de fixacdo do material em chama, aquecer a lamina somente até o ponto em que o
calor seja suportavel ao contato com a pele;

d) Na&o colocar a lamina diretamente sobre a chama;

e) Evitar confeccdo de esfregacos muito espessos.

3.7.5.3.2 Realizac¢do do Ensaio
a) Preparo do esfregaco

l. Culturas em meio sélido

i) Instilar uma gota de salina 0,85% sobre uma lamina limpa, seca e desengordurada;
ii) Com auxilio de uma alca bacteriolégica, coletar uma pequena amostra do cultivo a ser
examinado;

iii) Misturar o cultivo com a salina e espalhar, com movimentos suaves, sobre a superficie da
lamina.

II.  Culturas em meio liquido

i) Coletar uma alcada do material a ser observado diretamente do cultivo;

ii) Espalhar o cultivo, com movimentos suaves, sobre a superficie de uma lamina limpa, seca
e desengordurada.

b) Fixacéo e coloracéo

I.  Fixar o esfregaco sob luz ultravioleta por pelo menos 15 minutos ou fixa-lo pelo calor passando
a lamina 3 vezes através da chama;
II.  Corar o esfregaco com solucao de cristal violeta por 1 minuto;
[ll.  Escorrer o excesso de corante e enxaguar, suavemente, em agua corrente por 5 segundos;
IV.  Enxaguar a lamina com solug&o de lugol e inunda-la com a mesma solugéo por 1 minuto;
V.  Escorrer o excesso de lugol e enxaguar, suavemente, em agua corrente por 5 segundos;
VI.  Descorar o esfregaco com &lcool etilico 95° INPM por 15 segundos a 30 segundos;
VII.  Enxaguar imediatamente em agua corrente por 5 segundos;
VIIl.  Contra-corar com solucéo de safranina por 1 minuto;
IX.  Lavar a lamina suavemente em agua corrente;
X.  Secar ao ar.

c) Leitura no microscopio 6ptico

I.  Limpar a objetiva do microscépio com um lenco de papel antes e ap6s cada leitura;
[I.  Instilar uma gota de 6leo de imerséo sobre o esfregaco ja corado, sem deixar a ponta do
conta-gotas encostar na lamina;
lll.  Observar ao microscopio com objetiva de imersao em aumento de 1000 X.

3.7.5.3.3 Interpretacao de resultados

a) Microrganismos Gram positivos: corados em azul;

b)  Microrganismos Gram negativos: corados em vermelho;

c)  Culturas muito velhas, muito novas e laminas fixadas em calor excessivo podem fazer com que
microrganismos Gram positivos se corem como Gram negativos;

d) Mudancas na técnica sem a prévia validacdo podem causar alteracdes nos padrdes de
coloracdo dos microrganismos.

3.7.5.3.4 Descarte de residuos
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a) O excesso dos corantes e a agua de enxague deverao ser recolhidos em uma cuba e, ao final
da coloragéo, transferidos com o auxilio de um funil para um recipiente grande e com tampa,
devidamente identificado e préprio para este fim;

b)  Quando este atingir no maximo 2/3 de sua capacidade, autoclavar a 121°C por 1 hora;

c)  Medir o volume do residuo autoclavado com proveta;

d) Transferir para Erlenmeyer ou baldo de fundo chato e inserir uma barra magnética no
recipiente;

e) Adicionar 10 g de carvao ativado para cada litro de residuo;

f) Deixar sob agitagdo em agitador magnético por 10 minutos;

g) Filtrar & vacuo em funil Buchner com papel filtro e Kitasato;

h)  Repetir o procedimento desde a adicdo de carvao vegetal até que o filtrado fique translicido;

1) Medir e ajustar o pH do filtrado com NaOH 4% até pH neutro. Descartar na rede de tratamento
de esgoto;

) Secar o residuo sélido (papel de filtro e carvdo) em uma bandeja a temperatura ambiente e
acondicionar em saco plastico.

3.7.5.4 Morfologia colonial — Dissociagao

Esta prova deve ser realizada imediatamente depois do isolamento para evitar que 0S sucessivos
subcultivos promovam o aparecimento de mutantes.

a) Meio de cultura e reagentes

I.  Agar triptose

[I.  Solucéo de cristal violeta 1:40
[ll.  Solucéo de acriflavina 1:10.000
IV.  Agua destilada

b) Método

I. A partir de um cultivo puro recente, fazer estrias em placas contendo agar triptose de forma a
se obter colonias isoladas;
II.  Incubara 37 °C £ 2 °C por 2 a 3 dias;
lll.  Observar a placa semeada ao microscéopio estereoscipico para avaliar qualitativamente o
grau de dissociagdo das colonias;
IV.  Inundar as placas com solu¢éo de cristal violeta diluida em agua destilada 1:50, e aguardar
15 a 20 segundos;
V. Desprezar o excesso de corante com o auxilio de uma pipeta em um recipiente de descarte
contendo solucdo desinfetante;
VI.  Observar as placas contra a luz e ao microscopio estereoscopico;

c) Interpretacdo de resultados

I.  Observacao direta ao microscopio estereoscoépico

i) Colonias lisas: redondas, brilhantes e azuladas ou verde-azuladas;

ii) Colbnias rugosas: possuem aparéncia seca e granular e sdo amareladas ou branco
amareladas;

iii) Colbnias mucoides: podem ser transparentes e acinzentadas, possuem consisténcia viscosa
guando tocadas;

iv) Colbnias intermediarias: aparéncia intermediaria entre lisa e rugosa. Sado fracamente opacas
e mais granulares que as colbnias lisas.

II.  Observacao apés coloracdo com cristal violeta
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.
i)
i)
i)
iv)

v)
Vi)

Colbnias lisas: ndo sdo coradas;

Colbnias rugosas: sao coradas em diversos tons de vermelho e roxo e a superficie pode
mostrar rachaduras radiais.

Teste de acriflavina
Colocar em uma lamina ou placa de Petri, uma gota de solu¢do de acriflavina diluida a
1:10.000;

Com o auxilio de uma alga bacteriologica, depositar sobre a gota uma colbnia tipicamente lisa
para verificar se a solucéo de acriflavina estd em boas condicdes (controle negativo);

Homogeneizar e observar ao microscépio estereoscopico;

Colbnias lisas: permanecem em suspensao;

Colbnias rugosas: sao aglutinadas imediatamente;

Colbnias intermediarias: podem permanecer em suspensdo ou pode ocorrer peguena
aglutinacéo;

vii) Coldnias mucoides: formam-se pequenas linhas;

viii)

ix)

3.7.5.5

B. abortus, B. melitensis e B. suis: sao lisas;
B. ovis, B. canis e RB51: sdo rugosas.

Caracteristicas gerais

a) Hemdlise

i)
i)

ii)
I.
i
.

i)
i)

i)
iv)

)S
i)Incubar a 37 °C +2 °C por 2 a 3 dias.

Meio de cultura e reagentes

Agar sangue de carneiro desfibrinado;
Controle positivo: Staphylococcus aureus;
Controle negativo: Brucella spp ou meio n&o inoculado.

Método

emear as placas com inéculo denso de um cultivo puro recente;

Interpretacéo de resultados

Verificar a presenga de hemdlise, evidenciada pela formacdo de um halo transparente ao
redor do crescimento microbiano;

Hemolise positiva: presenca de halo;
Hemodlise negativa: auséncia de halo;
Brucella ndo produz hemdlise.

b) Fermentacéo da lactose

i)
i)

i)

i)

Meios de cultura e reagentes

Agar MacConkey

Controle positivo: Salmonella Typhimurium, Escherichia coli, Klebsiela ou Enterobacter
Controle negativo: Brucella spp, Staphylococcus aureus, Salmonella, Shigella, Proteus,
Edwardsiella, Pseudomonas aeruginosa ou meio nao inoculado.

Método

Semear as placas com inéculo denso de um cultivo puro recente;
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ii) Incubar a 37 °C + 2 °C por 2 a 3 dias. A incubagdo prolongada pode levar a resultados
confusos.

lll. Interpretacao de resultados

i) Fermentadores da lactose (Lac +): col6nias cor de rosa ou vermelho tijolo e opacas, se o
crescimento for denso; as colénias podem ser circundadas por zonas de bile precipitada (de
cor vermelho claro) devido a acao do acido (produzido pela fermentacao da lactose e queda do
pH), sobre os sais biliares com subsequente absorgéo do vermelho neutro.

ii) Nao fermentadores da lactose (Lac -): col6nias pouco coloridas ou transparentes, observadas
melhor contra a luz; se as colbnias estiverem perto de coldnias Lac +, algumas areas de bile
precipitada podem aparecer; Brucella ndo fermenta a lactose.

iii) Fermentadores tardios da lactose: colonias pouco coloridas até 24h e col6nias rosa - palidas
apos 48h. Exemplo: Citrobacter, Providencia, Serratia e Hafnia.

c¢) Fermentacédo da glicose
I.  Meio de cultura e reagentes

i) Agar vermelho de fenol com 1 % de glicose
ii) Controle positivo: Escherichia coli
iii) Controle negativo: Brucella spp ou meio sem inoculagao

. Método

i) Semear o meio com in6culo denso de um cultivo puro recente;
ii) Incubar a 37 °C + 2 °C por 2 a 3 dias.

[ll.  Interpretacédo de resultados

i) Resultado positivo: meio acido (pH 6,8) com cor amarela. Presenca de gas nos tubos de
Duhan;

ii) Resultado positivo retardado: cor alaranjada. Voltar a incubar;

iii) Resultado negativo: meio alcalino (pH 8,4) com cor rosa.

3.7.5.6 Provas bioquimicas
a) Prova da catalase
I.  Reagentes
i) Per6xido de hidrogénio a 30% (Deve ser conservado em frasco ambar, e mantido sob
refrigeracéo);

ii) Controle positivo : Brucella spp ou Staphylococcus aureus;
iii) Controle negativo: Streptococcus spp, Clostridium sporogenes, Enterococcus ssp.

. Método
i) Com uma alca, pegar uma pequena quantidade de um cultivo puro recente e colocar em uma

lamina de vidro para microscopia ou em uma placa de Petri;
ii) Instilar uma gota de H.O. a 30 % sobre o cultivo;
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iii) N&o inverter a ordem do método, pois podem produzir-se resultados falsos positivos;
iv) Nao é necessario misturar o cultivo com o peréxido de hidrogénio.

[ll.  Interpretacédo de resultados

i) Prova positiva: formacao imediata de borbulhas bem visiveis (formacéo de O,);
ii) Prova negativa: ndo ha formacéo de borbulhas (ndo se forma O,);
iii) Brucella é catalase positiva.

b) Prova da oxidase
I.  Reagentes

i) N'N'N'N" tetrametil-parafenileno
ii) Controle positivo: Brucella spp (exceto B. ovis) ou Pseudomonas aeruginosa
iii) Controle negativo: Brucella ovis ou Escherichia coli

. Método

i)  Colocar um pedaco de aproximadamente 6 cm?de papel de filtro em uma placa de Petri;
i) Instilar 2 ou 3 gotas do reagente no centro do papel,
i)  Com uma alca bacteriologica, estender uma por¢cdo de um cultivo puro recente sobre o
papel impregnado com o reativo, seguindo uma linha de 1 a 2 cm de longitude;
iv)  Usar somente al¢a de platina, bastdo de vidro ou algas descartaveis. Algas de niquel-cromo
podem conter resquicios de ferro, o que pode levar a um resultado falso positivo.

lll. Interpretacdo de resultados

i) Resultado positivo: a reacdo € indicada por uma cor negra purplrea que se desenvolve entre
10 e 60 segundos;

ii) Resultado negativo: ndo ha mudanca de cor das col6nias. O desenvolvimento tardio de cor,
passado um periodo de 60 segundos, indica uma prova negativa,

iii) Brucella é oxidase positiva, com excecdo de B. neotomae e B. ovis que sédo sempre negativas.
c)Utilizac&o do citrato como Unica fonte de carbono
I.  Meios de cultura e reagentes

i) Agar citrato de Simmons
ii) Controle positivo: Bacillus subtilis, Salmonella spp ou Pseudomonas aeruginosa
iii) Controle negativo: Brucella spp ou Escherichia coli

. Método

i) Semear este meio antes dos outros para evitar que substancias, principalmente glicose, sejam
carreadas de outros meios para ele, podendo levar a um resultado falso positivo;

ii) Semear toda a superficie do bisel com in6culo pouco denso de um cultivo puro recente. Nao
inocular a base, pois a mesma serve como controle de cor;

iii) Incubar a 37 °C + 2 °C por 2 a 3 dias.

[ll.  Interpretacédo de resultados

i) Prova positiva: crescimento com uma cor azul intensa no bisel;
ii) Prova negativa: ndo se observa crescimento e nem mudanca de cor (verde);
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iii) Brucella néo utiliza o citrato como Unica fonte de carbono.

d) Atividade uréase

I.  Meios de cultura e reagentes

i) Agar uréia de Christensen
ii) Controle positivo: Brucella spp (exceto B. ovis), Proteus vulgaris ou Proteus mirabilis
iii) Controle negativo: Brucella ovis, Salmonella Typhimurium, Escherichia coli ou B. abortus 544

. Método

i) Semear toda a superficie do bisel com in6culo denso de um cultivo puro recente. Nao inocular
a base, pois a mesma serve como controle de cor;

ii) Incubar a 37 °C +2 °C por até 6 dias.
lll. Interpretacdo de resultados

i) Urease positiva: bisel com cor vermelho-violeta intenso. A cor pode penetrar dentro do agar. A
extensao da cor indica o grau de hidrélise da uréia;

ii) Urease negativa: a cor do meio permanece inalterada (amarelo palido);

iii) Quase todas as cepas de Brucella possuem atividade uredsica, mas as de B. suis decompdem
a uréia com maior rapidez. A reacdo é mais tardia nos cultivos de B. abortus. No geral, os
cultivos de B. melitensis demoram mais em decompor a uréia que os cultivos de B. abortus.
Também desintegram a uréia, B. neotomae e B. canis, mas nao B. ovis.

iv) Grau de hidrélise: “4+” = tubo inteiro com cor vermelho-violeta intenso; Grau de hidrélise “2+”
= Bisel com cor vermelho-violeta intenso, mas a base néo é alterada;

v) Fracamente positivos: topo do bisel rosa e o restante nao alterado.
vi) Positivos rapidos: alteracdo do meio em até 6 horas de incubagéo.
vii) Positivos tardios: 24h a 6 dias de incubagédo, ndo mais que isso.

e) Liquefacédo da gelatina
I.  Meios de cultura e reagentes

i) Caldo nutritivo com gelatina
ii) Controle positivo: Pseudomonas aeruginosa ou S. aureus
iii) Controle negativo: Brucella spp ou Escherichia coli

. Método
i)  Semear 0 agar com inéculo denso de um cultivo puro recente;
ii)  Este deve ser picado a uma profundidade de até 2/3 no centro do meio de cultura;
i) Incubar a 37 °C £ 2 °C por 2 dias ou, por até 14 dias.

lll.  Interpretacéo de resultados

i) N&o agitar os tubos ao retira-los da estufa;

ii) Colocar os tubos em geladeira ou banho de gelo até que esfriem (~ 15 min) antes de fazer a
leitura;

iii) Reacdo positiva: 0 meio permanece liquefeito;

iv) Reacdo negativa: 0 meio torna-se sélido;

v) Brucella nédo liquefaz a gelatina.
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f) Motilidade

.
i)
i)

i)

i)
i)

iii)

11
i)
i)

i)

Meios de cultura e reagentes

Meio SIM (Meio semi-solido utilizado para exibir, além de outras coisas, motilidade)
Controle positivo: Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis, Salmonella
Typhimurium ou Proteus vulgaris

Controle negativo: Brucella spp ou meio n&o inoculado
Método

Preparar os tubos em duplicata;
Um in6culo pouco denso de um cultivo puro recente deve ser picado a uma profundidade de
até 2/3, no centro do meio de cultura;

Incubar uma parte dos tubos a 22 °C + 2 °C (temperatura ambiente) e a outra a 37 °C £ 2 °C,
ambas por 2 a 3 dias.

Interpretacédo de resultados

Motilidade positiva: crescimento difuso para fora da linha de inoculag&o ou turbidez do meio;
Motilidade negativa: o crescimento esta presente apenas na linha de inoculagéao;
Brucella é imovel.

g) Producéo de indol

i)

i)
i)
iv)

i)

i)

i)
11

i)

i)

iii)

iv)

Meios de cultura e reagentes

Meio SIM

Reagente de Kovac

Controle positivo: Escherichia coli

Controle negativo: Brucella spp, Salmonella spp ou Proteus mirabilis

Método

Utilizar os mesmos tubos do Teste de Motilidade a 37 °C para realizar a leitura;
Instilar aproximadamente 5 gotas do reativo de Kovac diretamente no tubo;
Agitar suavemente;

Interpretacédo de resultados

Reacéo positiva: forma-se um anel vermelho na superficie do meio;
Reacéo negativa: a cor do reagente nao é alterada (amarela);

Reacdo variavel: cor alaranjada na superficie do meio devido ao desenvolvimento de escatol,
um composto metilado que pode ser um precursor da formacgéo de indol;

Brucella ndo produz indol.

h) Reduc&o do nitrato

i)
i)

Meios de cultura e reagentes

Caldo nutriente com nitrato 0,1% (1mL / tubo) com 0,2% a 0,4% de agar;
a-naftilamina 0,5% ou dimetil-a-naftilamina 0,6%. Armazenar sob refrigeracdo por até 3
meses;
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i)

i)
iv)

vi)

Acido Sulfanilico 0,8%. Armazenar sob refrigeracdo por até 3 meses;

P6 de zinco;

Controle positivo: Brucella spp (exceto B. ovis e B. abortus RB51), Escherichia coli ou
Staphylococcus aureus;

Controle negativo: Brucella abortus RB51, Brucella abortus 2308.

Método

Semear o caldo com in6culo denso de um cultivo puro recente;
Incubar a 37 °C = 2 °C por 2 a 3 dias;

Colocar aproximadamente 1mL de o-naftilamina 0,5% ou dimetil-a-naftilamina 0,6%
diretamente sobre o cultivo;

Imediatamente apds, colocar aproximadamente 1mL de &cido Sulfanilico 0,8% diretamente
sobre o cultivo;

Interpretacdo de resultados

Resultado positivo: aparecimento de uma cor vermelho tijolo dentro de 30 segundos, indicando
uma prova completa;

ii) Resultado negativo: sem aparecimento de cor. Proceder a 22 fase.

iii) Agregar diretamente ao tubo que contém os dois reativos acima (a-naftilamina e acido
Sulfanilico) aproximadamente 20 mg de p6 de zinco;

iv) O aparecimento de uma cor vermelha ao final de 30 segundos confirma um resultado negativo;
v) Brucella reduz o nitrato, exceto B. ovis e B. abortus RB51.

i) Relag&o com o oxigénio

Meios de cultura e reagentes

Caldo tioglicolato com indicador de anaerobiose, resazurina ou azul de metileno. A resazurina
€ mais indicada como indicador de Eh (potencial de oxirreducéo).

Antes de inocular, checar a porgdo superior do meio em cada tubo. Se o indicador usado
indicar mais de 1/3 da coluna de liquido oxidada, descartar o tubo. Se a oxidacdo for em 1/3
ou menos retirar a rolha e ferver em banho-maria, sem agitagéo, por 10 minutos para eliminar
0 oxigénio absorvido. Resfriar a temperatura ambiente antes do uso;

Né&o ferver o meio mais de uma vez, pois disso resulta o desenvolvimento de produtos toxicos.
Estoca-lo em temperatura ambiente e no escuro;

Controle positivo da anaerobiose: Clostridium sporogenes ou Bacteroides fragilis;
Controle positivo da aerobiose: Bacillus subtilis, S. aureus ou Escherichia coli, Brucella ssp;
Controle negativo: tubo ndo inoculado ou B. abortus 544.

Método

Semear o caldo com in6culo denso de um cultivo puro recente;
Incubar a 37 °C = 2 °C por 2 a 3 dias.

Interpretacédo de resultados

Registrar a presenca ou auséncia de crescimento;
Crescimento na por¢ao superior: aerébios;

Crescimento na por¢ao inferior: anaerobios. Os anaerdbios tornam o meio turvo devido a
floculag&o na parte onde a concentracéo de oxigénio é menor;

Crescimento em toda a extensdo do tubo: anaerébios facultativos;
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v) Brucella é aerébio estrito.
vi) O QUADRO 17 resume as principais caracteristicas que diferem Brucella de outros

microrganismos Gram-negativos.

QUADRO 17: Caracteristicas diferenciais entre Brucella e outros Gram negativos

Bordetella Campylobacter Yersinia
Provas Brucella bronchise Moraxella | Acinetobacter o
) fetus enterocolitica 09
ptica
Morfologia Pequenp S Pequen.os Forma de virgula | Diplococos Diplococos Bastonete
cocobacilos | cocobacilos
Motilidade
37°C - i i - - -
Motilidade i i i i i +
25°C
Lactose - - - Va \% -
Glicose -b - - - V; T
Hemodlise - + - \Vj vV B
Catalase + + + V + +
Oxidase +¢ + + + - -
Urease +d + - vV vV +
Nitrato + € + + \ - +
Citrato - + - - \ -

+: positivo; -: negativo; V: Variavel entre positivo e negativo; a: espécies positivas e negativas dentro do género; b: B.
neotomae pode mostrar alguma fermentagéo; c: exceto B. ovis, B. neotomae e ocasionalmente cepas de B. abortus que
sdo negativas; d: exceto B. ovis e ocasionalmente cepas de B. abortus que sdo negativas; e: exceto B. ovis que ndo reduz
nitrato a nitrito.

Fonte: LFDA-MG, adaptado de Alton et al. (1988)

3.7.5.7 Tipificac&o de culturas de Brucella

3.7.5.7.1 Disposicdes gerais

a)

b)

s

Apés a cepa ter sido identificada como membro do género Brucella, é importante tentar
estabelecer a espécie e biovar. Os testes de tipificagdo identificardo a maioria das cepas de
Brucella como um biovar particular de uma das espécies estabelecidas.

Ocasionalmente, algumas cepas ndo serdo classificadas exatamente dentro da lista de
biovares, por exemplo, B. abortus tem sempre uma ou duas caracteristicas que diferem
daqguelas mostradas na QUADRO 18. Antes de dar a esta cepa o status de um novo biovar, ela
deverd ser descrita como pertencente a um biovar existente, exceto em situacdes distintas.
Quando culturas atipicas sao identificadas, é importante estabelecer se este fendbmeno que se
repete representa um modelo local de taxonomia ou erro de laboratorio. Caracteristicas atipicas
firmemente estabelecidas em isolados poderdo servir como marcadores epidemiol6gicos,
possibilitando tragar mais facilmente os hospedeiros e a extensédo geografica dessas cepas.

A identificacdo da espécie é baseada em duas propriedades principais: lise por fagos e
requerimento de soro, além do hospedeiro preferencial.

Para B. melitensis, B. abortus e B. suis, a identificacao até o nivel de biovar é feita por meio de
quatro testes: requerimento de CO., producéo de sulfito de hidrogénio (H.S), sensibilidade a
corantes (tionina, fucsina basica e safranina O) e aglutinacdo com antissoro monoespecifico A
e M. Entretanto, em um pequeno nimero de casos, somente as provas metabdlicas oxidativas
permitem estabelecer a classificagdo com toda seguranca. Os aparatos e materiais necessarios
para efetuar esta prova sé@o custosos. Além disso, exigem tempo, somente podem ser
realizadas por pessoal especializado e oferecem ao operador grave risco de infeccdo por
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brucelas. Sendo assim, ndo séo praticas para a tipificacdo em série de grande nimero de
cultivos.

3.7.5.7.2 Identificacdo da espécie

a) Lise por fagos

i)
i)

vi)
vii) Aguardar até gue os indculos de fago sequem;

viii)

i)

Meios de cultura e reagentes

Agar triptose
Salina 0,85%

Método

Com auxilio de suabes semear placas de agar triptose com a amostra fazendo as estrias bem
proximas umas das outras;
Incubar a 37 °C + 2 °C durante 2 a 3 dias;

Coletar o cultivo com aproximadamente 10 mL salina 0,85%. Pode-se utilizar a mesma
suspensdao preparada na prova de crescimento na presenca de corantes;

Padronizar a suspensdo coletada acima de modo que contenha, aproximadamente, 10°
microrganismos/mL. Para isso, diluir 0,5 mL da suspensédo em 20 mL de salina 0,85%;

Identificar as placas e marcar o local onde serdo depositadas as diferentes concentracdes do
fago;
Dispensar 20 uL de cada concentragédo do fago nos lugares predeterminados;

Incubar a 37 °C = 2 °C por 2 a 3 dias, se necessario em estufa de CO..
Interpretacdo de resultados

Positivo: formacdo de um halo transparente, indicando que brucelas foram lisadas pelo fago
Th;

ii) Negativo: sem formacéo de halo, indicando que brucelas nédo foram lisadas pelo fago Tb;
iii) Lise parcial: formacéo de halo mais denso que na reacao positiva;
iv) Interpretar os resultados de acordo com o QUADRO 18.

b) Requerimento de soro

i)
i)

Reagentes

Agar triptose
Agar triptose com adic&o de soro

iii) Salina 0,85%
iv) Controle: B. abortus B19

i)
i)

Método

Com auxilio de suabes, semear placas de agar triptose 5% soro com a amostra;

Coletar o cultivo com, aproximadamente, 10 mL salina 0,85%. Esta suspensao podera ser
utilizada nas provas de lise por fagos, aglutinacdo com antissoro monoespecifico A e M,
diferenciacéo de cepas vacinal e de campo;

iii) Inocular cada placa de Agar triptose com uma estria de cada suspensdo preparada

anteriormente. Inocular até 6 suspensdes por placa;

iv) Inocular as amostras de referéncia para controle, sendo B. abortus B19;

Como controle negativo, n&o inocular nenhuma amostra;
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vi) Incubar a 37 °C + 2 °C com atmosfera de 5-10% de CO.. Por 48 horas.

lll. Interpretacao de resultados
i) Verificar se houve crescimento e em qual meio;
ii) Interpretar os resultados de acordo com 0 QUADRO 18.

QUADRO 18: Caracteristicas diferenciais entre espécies do género Brucella

Espécies Morfologia n?:ﬁt%ege wlse por £agos (T) Oxidase | Urease Hospedeiro
P Colonial Soro DHP 104x DHP Preferencial
B. melitensis Lisa - - - + + 2 Ovmps €
caprinos
B. abortus Lisa -b + + +¢ +d Bovinos
B. suis Lisa - - + + + € Suinos
B. neotomae Lisa - -f + - +e Ratos do
deserto
B. ovis Rugosa + - - - - Carneiros
B. canis Rugosa - - - + + ¢ Cées

+: positivo; -: negativo; a: velocidade intermediaria, algumas cepas rapidas; b: exceto B. abortus biovar 2 que geralmente
requer soro para crescimento no isolamento primario; c: exceto cepas de B. abortus biovar 3 isoladas no Senegal e Guinea
Bissau, que sdo negativas; d: velocidade intermediaria, excecdo para a cepa de referéncia 544 e, ocasionalmente, algumas
cepas de campo que sdo negativas; e: velocidade rapida; f: placas mindsculas.

Fonte: LFDA-MG, adaptado de Alton et al. (1988)

3.7.5.7.3 Identificac&o da biovar
a) Requerimento de CO;

I.  Reagentes

i) Agar triptose com 5% de soro
ii) Salina 0,85%
iii) Controle: B. abortus B19 e B. abortus 544

Il.  Método

i) Com auxilio de suabes, semear placas de agar triptose 5% soro com a amostra;

ii) Coletar o cultivo com, aproximadamente, 10 mL salina 0,85%. Esta suspenséo podera ser
utilizada nas provas de lise por fagos, aglutinacdo com antissoro monoespecifico A e M,
diferenciacéo de cepas vacinal e de campo;

iii) Inocular cada placa de Agar triptose com 5 % de soro com uma estria de cada suspensio
preparada anteriormente. Inocular até 6 suspensdes por placa;

iv) Inocular as amostras de referéncia para controle, sendo B. abortus 544; B. abortus B19;
v)Incubar a 37 °C + 2 °C por 48 horas

lll. Interpretacéo de resultados

i) Verificar se houve crescimento e em qual atmosfera. Se no cultivo em atmosfera normal sé
aparecer colbnias escassas, néo leva-las em consideracao;
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i)

Interpretar os resultados de acordo com 0 QUADRO 19.

b) Producéo de H2S (4cido sulfidrico)

i)

i)
i)
iv)

i)

i)
i)
iv)

i)

i)
i)
iv)
v)

Meios de cultura e reagentes

Fitas impregnadas com acetato de chumbo

Agar nutriente (em tubos inclinados)

Controle positivo: B. abortus, B. suis 1, Proteus mirabilis ou Proteus vulgaris

Controle negativo: B. melitensis, B. ovis, B. abortus bio 5, B. abortus bio 6, B. abortus RB51,
B. suis bio 2 ou B. suis bio 3 ou Pseudomonas aeruginosa

Método

Semear o 4gar com indculo denso de um cultivo puro recente;

Assepticamente, colocar uma tira de acetato de chumbo estéril sobre a parede do tubo que
ndo contém agar a aproximadamente, 10 mm acima do nivel deste;

Dobrar a extremidade externa sobre o tubo e colocar a tampa para manter a fita em seu lugar;
Incubar a 37 °C = 2 °C por 3 a 4 dias;

Observar diariamente;

Interpretacéo de resultados

O periodo em gue se produz H,S somente é importante em espécies de Brucella;

Registrar os resultados diariamente seguindo o modelo: “H,S produzido nos primeiros dois
dias”, “H»S produzido desde o 1° ao 5° dia” etc.;

Positivo: coloracéo negra-pardacenta na tira de papel, podendo ter brilho;

Negativo: ndo se observa mudanca na coloracéo da tira de papel ou a presenca de tracos;
Interpretar os resultados de acordo com o QUADRO 19.

¢) Crescimento na presenca de corantes

i)
i)

i)
iv)

i)
i)

i)

iv)

Reagentes

Agar triptose com 5% de soro

Agar triptose com 5% de soro e corantes Tionina e fucsina basica 1:50.000, 1:80.000 ou
1:100.000; Safranina 0 a 1:25.000

Salina 0,85% (10 mL/placa)
Controles: B. abortus 544, B. abortus B19, B. melitensis 16M e B. suis 1330

Método

Com auxilio de suabes, semear placas de agar triptose 5% soro com a amostra;

Coletar o cultivo com aproximadamente 10 mL salina 0,85%. Esta suspensao podera ser
utilizada nas provas de lise por fagos, aglutinacdo com antissoro monoespecifico A e M,
diferenciacdo de cepas vacinal e de campo e para testes de requerimento de CO; e
requerimento de soro;

Inocular cada placa de Agar triptose com 5 % de soro e corantes com uma estria de cada
suspensao preparada anteriormente. Inocular até 6 suspensdes por placa;

Inocular as amostras de referéncia para controle, sendo: B. abortus 544; B. abortus B19; B.
melitensis 16M; B. suis 1330.

v)Incubar a 37 °C + 2 °C em atmosfera com 5 a 10% de CO, por 2 a 3 dias;
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lll. Interpretacao de resultados

i) Verificar se houve crescimento no meio e comparar os resultados com os controles
ii) Interpretar os resultados de acordo com 0 QUADRO 19.

d) Aglutinagdo com antissoro monoespecifico A e M
I.  Reagentes

i) Salina fenicada

ii) Salina 0,85%

iii) Soro anti - A

iv) Soro anti— M

v) Controles Anti — A (B. abortus biovar 1, B. suis biovar 1)

vi) Controles Anti — M (B. melitensis biovar 1, B. abortus biovar 4)

. Método 1

i) Preparar solugdes estoque de soro monoespecifico anti-A e anti-M diluindo cada soro em
salina fenicada até que uma gota aglutine a suspensao controle homéloga dentro de 1 minuto,
sem aglutinagéo visivel das outras duas suspensfes controle durante o0 mesmo periodo.
Essas solugbes estoque se mantém conservadas por varios meses se estocadas sob
refrigeragéao;

ii) Com auxilio de suabes, semear placas de agar triptose com a amostra fazendo as estrias
bem préximas umas das outras;

iii) Incubar a 37 °C + 2 °C durante 2 a 3 dias;

iv) Coletar o cultivo com, aproximadamente, 10 mL salina 0,85%. Pode-se utilizar a mesma
suspensdo preparada na prova de crescimento na presenca de corantes. Inativar essa
suspensao aquecendo-a em banho-maria a 65 °C durante 1 hora;

v) Colocar uma gota de cada soro diluido, A e M, em uma placa de Petri;

vi) Adicionar uma gota da suspenséo da cultura em cada soro e misturar;

vii) Observar a aglutinacdo que devera oBIOVARcorrer dentro de 1 minuto com um dos soros.

. Método 2

i) Preparar uma suspensdo bacteriana de modo a se obter aproximadamente 40 % de
Transmitancia em 600 nm;

ii) Diluir os soros anti-A e anti-M conforme titulo recomendado para a partida utilizada na prova;

iii) Distribuir 1 mL de cada suspenséo em 2 tubos de vidro de 13 mm x 75 mm;

iv) Distribuir 1 mL do soro anti-A diluido em um dos tubos e 1 mL do soro anti-M no outro tubo;

v) Incubar a 37 °C + 2 °C por 48h;

vi) Proceder a leitura observando a turbidez do sobrenadante e presenca de aglutinacéo;

vii) A prova podera ser realizada em microplaca utilizando-se um décimo do volume empregado
na prova em tubos, incubando-se a 37 °C + 2 °C por 24h.

IV. Interpretacédo de resultados
Interpretar os resultados de acordo com o0 QUADRO 19.
QUADRO 19: Diferenciacao entre biovares das espécies do género Brucella

Requerimento Producéo Crescimento em Aglutinacdo em
de CO; de H,S Corantes ? Soros P

Espécies Biovar
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Tioni | Fucsi | Safrani A M R
na na na
1 - - + + + - + -
; B. - 2 - - + + + + - -
melitensis
3 - - + + + + + -
1 +C + - + + + - -
2 +c + - - - + - -
3 +C + + + + + - -
B. abortus 4 +¢ + - +d + i T ;
5 - - + + + - + -
6 - - + + + + - -
9 +0u - + + + + - + -
1 - + + -e _h + - -
2 _ - + - _h + - -
B. suis 3 - - + + _h T i ;
4 - - + -f -h + + -
5 - - + - -h - + -
B. neotomae N/A - + -9 - N/A + - -
B. ovis N/A + - + - N/A - - +
B. canis N/A - - + - N/A - - +

+: positivo; -: negativo; a: Concentragdo de corante: 20pg / mL (1:50.000), exceto Safranina O 100ug / mL (1:10.000);
b: A: antissoro monoespecifico A, M: antissoro monoespecifico M e R: antissoro anti-brucela rugosa; c: Usualmente
positivo no isolamento primario; d: Algumas cepas isoladas no Canadéa, Gra Bretanha e USA ndo crescem em
corantes; e: Algumas cepas resistentes a fucsina basica foram isoladas na América do Sul e Sudeste Asiatico; f:
Negativo para a maioria das cepas; g: Crescimento podera ocorrer na concentracdo de 10ug / mL (1:100.000) de
tionina; h: A maioria das cepas de B. suis s&o inibidas por Safranina O na concentracdo de 100ug / mL (1:10.000);
N/A: néo se aplica.

Fonte: LFDA-MG, adaptado de Alton et al. (1988)

3.7.5.8 Diferenciagdo de amostra vacinal (B19) e amostra de campo

a)
i)
i)

i)

Reagentes

Agar triptose com i-eritritol (1 mg/mL)

Agar triptose com penicilina (5 Ul/mL)
Controles: B. abortus B19 e B. abortus biovar 544

b) Método

i)
i)

iii)

iv)

Pode-se utilizar a mesma suspensao;

Padronizar uma suspensdo de modo que contenha, aproximadamente, 10°
microrganismos/mL. Para isso, diluir 0,5 mL da suspensdo preparada na prova de
crescimento na presenca de corantes, em 20 mL de salina 0,85%;

Inocular as placas contendo os diferentes reagentes com uma estria de cada suspensao.
Pode-se inocular até seis suspensdes por placa;

Incubar as placas a 37 °C + 2 °C por 3 a 4 dias.

c) Interpretacéo de resultados

Interpretar os resultados de acordo com 0 QUADRO 20.
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QUADRO 20: Caracteristicas diferenciais entre B. abortus cepa 19 (cepa vacinal) e B. abortus
biovar 1 (cepa de campo)

. Crescimento em meio contendo
Requerimento de . o —
Cepa co i - eritritol Penicilina (5
2 (1 mg/mL) Ul/mL)
B. abortus biovar 1 + 2 + +a
B. abortus 19 - -b -

+: positivo; - negativo; a: usualmente positivo no isolamento primario; b: O padrdo de mutacdo para
tolerancia ao eritritol € bastante alto e algumas cepas suspeitas B19 isoladas podem crescer em eritritol
embora pareca com a cepa B19 em outros testes. Fonte:

LFDA-MG, adaptado de Alton et al. (1988)

3.7.6 Critérios de aceitacao do ensaio
a) O isolamento positivo é conclusivo e definitivo;

b) Devido a baixa sensibilidade da prova, 0 ndo isolamento do microrganismo requer que a
interpretacdo dos resultados seja feita pelo solicitante com base no histérico do animal e/ou rebanho
e legislacao vigente;

c) Os resultados referem-se Unica e exclusivamente as amostras enviadas ao laboratorio;

3.7.7 Interpretacao de resultados

a) O isolamento positivo é conclusivo e definitivo;

b) Devido a baixa sensibilidade da prova, 0 ndo isolamento do microrganismo requer que a
interpretacdo dos resultados seja feita com base no histérico do animal e/ou rebanho e legislacéo
vigente.

3.7.8 Emissao dos resultados

a) Os resultados deverao ser emitidos em documento denominado “Relatério de Ensaio” e
expresso como “positivo” ou “nao isolado”.

3.7.9 Descarte de amostras e residuos

a) Anteriormente ao descarte de amostras e produtos de ensaio, deverdo ser observados 0s
prazos minimos estabelecidos no item 3.7.10. Retenc¢&o de Itens de Ensaio.

b) Anteriormente ao descarte de amostras e produtos de ensaio, deve ser realizado registro
de descarte em formulario préprio e conferéncia.

c) Todo o material utilizado na realizacdo do ensaio deve ser submetido ao processo de
autoclavagem apropriado. A efetividade de esterilizacdo deve estar comprovada em
procedimentos e registros préprios do laboratério;

d) Os materiais descartados devem ser separados adequadamente entre residuos quimicos
e bioldgicos;

e) O laboratério deve assegurar a biosseguranga dos residuos gerados, e seguir as
legislacdes ambientais vigentes durante todo o processo do descarte.

3.7.10 Retencéo de itens de ensaio

a) As amostras de espécimes clinicos poderdo ser descartadas 60 dias ap6s a emissdo do
relatério de ensaio.
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b)  As brucelas isoladas deverao ser recolhidas em veiculos de liofilizacdo e congeladas a -70°C
para posterior envio ao LFDA-MG.

3.8 Identificacdo de Brucella spp e diferenciacdo de amostra vacinal da amostra de campo, por
biologia molecular - PCR convencional multiplex

a) Materiais

l.
Il.
M.
V.
V.
VI.
VII.

Luvas de procedimento nitrilicas ou de latex isentas de po;

Microtubos de volumes variados;

Microplacas ou microtubos de PCR;

Adesivo selante para microplacas ou tampas para 0os microtubos de PCR;
Ponteiras com filtro, estéreis, livres de DNAses e RNAses;

Estantes para microtubos;

Gaze ou papel toalha.

b) Equipamentos e instrumentos

l.

Il.
M.
V.
V.
VI.
VII.
VIII.
IX.

Estacao de trabalho para PCR (Workstation PCR) com luz UV germicida;
Geladeira;

Freezer;

Micropipetas de volumes regulaveis;

Termociclador para PCR convencional,

Centrifuga refrigerada com rotores para microtubos;

Agitador de microtubos (opcional);

Microcomputador;

Equipamento para extracdo automatizada de acidos nucleicos (opcional).

c) Insumos

Il.
Il.
V.
V.
VI.
VII.
VIII.
IX.

Agarose;

Agua livre de nucleases;

Corante para acidos nucléicos;

Mix de dNTP (deoxinucleotideos trifosfato);

MgCl, 25 mmol/L;

Tampao da Taq DNA polimerase;

DNA polimerase;

Tampéao TE pH=8;

Iniciadores para PCR (QUADRO 21);

Controles positivos: isolados de B. abortus biovar 1, 2 ou 3; B. abortus biovar 3, 5, 6 ou 9;

B. suis; B. melitensis; cepa vacinal B. abortus B19; B. ovis
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QUADRO 21. Sugestao de oligonucleotideos para PCR multiplex para deteccdo molecular de

Brucella
OLIGONUCLEOTIDEO SEQUENCIA (5°-3’) REFERENCIA
BRICKER &
B. abortus GAC GAA CGG AAT TTT TCC AAT CCC HALLING, 1993
. BRICKER &
B. melitensis AAA TCG CGT CCT TGC TGG TCT GA HALLING, 1993
. BRICKER &
B. ovis CGG GTT CTG GCA CCA TCG TCG HALLING, 1993
. BRICKER &
B. suis GCG CGG TTT TCT GAA GGT TCA GG HALLING, 1993
BRICKER &
IS711 TGC CGA TCA CTT AAG GGC CTT CAT TCG CAG HALLING, 1993
16SF GTG CCA GCA GCC GCC GTAATAC BRICKER, 2003
16S R TGG TGT GAC GGG CGG TGT GTA CAA G BRICKER,2003
428F GCC GCT ATT ATG TGG ACT GG LOPEZ-GONI, 2008
428R AAT GAC TTC ACG GTC GTT CG LOPEZ-GONI, 2008

Fonte: Orzil et al. (2016)

d)Solucdes

l.
I.
M.
V.

V.

Solucgéo de alcool 70° INPM;

Solugéo descontaminante de DNA e DNAses;

Solucdo tampéo TBE (Tris/Borato/EDTA) 1X;

SolugBes estoque dos iniciadores: ressuspender os iniciadores liofilizados em tampé&o TE
pH=8, de modo que a solugéo estoque seja de 500 pmol/uL;

Solugdes de trabalho: preparar solucdes de trabalho de concentragdo S5pmol/pL a partir das
solucdes estoque. Usar como diluente o tampéo TE pH=8 ou agua livre de nucleases.

e) Realizacdo do ensaio

.
1)

Disposicdes gerais
Observar a diferenciacdo entre as areas fisicas de preparo de amostra, preparo do mix de

PCR, aplicacdo da amostra e eletroforese, a fim de prevenir contamina¢cdes com amostra ou
com produto amplificado;

As micropipetas utilizadas para cada uma das etapas da metodologia devem ser exclusivas
para tais finalidades;

As concentragfes das solugdes estoque e solugdes de trabalho dos iniciadores podera variar
desde que observadas a concentragdo final de cada reagente do mix de reacdo de PCR
contida no QUADRO 22.

Extragdo da amostra

Ressuspender as culturas puras do isolamento bacteriano em aproximadamente 1 mL de
salina estéril 0,85%;

Extrair o DNA gendmico através da lise pelo calor em banho—maria a 65°C por 1 hora;
Preparo do mix de reacéo

Antes e ap0Os o preparo do mix de reacdo, descontaminar a estacdo de trabalho e os
materiais a serem utilizados, com solucdo especifica (para degradacdo de DNA, RNA,
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proteinas e nucleases) e/ou alcool 70° INPM, com auxilio de papel toalha ou gaze e com
lampada UV por no minimo 15 minutos;

i)  Preparar o mix de reacéo de acordo com protocolos validados e especificos para o agente
pesquisado (Brucella sp.) em quantidade suficiente para o nUmero de amostras a serem
testadas, controle positivo e branco de reacao;

iii)  Homogeneizar preferencialmente em agitador de tubos e adicionar o mix de reacéo a cada
poco da microplaca ou microtubo para PCR,;

iv)  Devem ser incluidos nas analises: controle DETECTADO para Brucella spp e Branco (mix
de PCR com agua livre de nucleases aplicada no lugar do DNA).

IV Aplicacdo da amostra

i)  Antes e ap6s a aplicacdo da amostra, descontaminar a estacéo de trabalho e os materiais
a serem utilizados, com solucdo especifica (para degradacdo de DNA, RNA, proteinas e
nucleases) e/ou alcool 70° INPM, com auxilio de papel toalha ou gaze e se possivel com
lampada UV por no minimo 15 minutos;

i)  Adicionar o DNA nos pocos da placa ou em microtubos identificados com a numeracao da
amostra a ser testada;

iii)  Utilizar como controles positivos de reagdo, as cepas descritas em 3.8 subitem c);
iv)  Utilizar como branco de reac¢ao, dgua no lugar do DNA.

V Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

Proceder a amplificacdo em termociclador certificado, de acordo com especificacfes de temperatura
do protocolo utilizado.

VI Eletroforese em gel de agarose

i)  !Preparar o gel de agarose em concentracdo adequada ao protocolo de PCR utilizado.
Adicionar corante para acidos nucleicos em proporcao suficiente para visualizagdo das
bandas;

ii) Para a corrida das amostras, adicionar tampao de carregamento (loading buffer) ao
produto de PCR,;

iii)  Aplicar marcador de peso molecular em um dos pocos do gel;
iv)  Realizar a corrida em cuba de eletroforese, utilizando o tempo e a voltagem adequados
para o volume do gel e o protocolo de PCR utilizado. Sugere-se 100 volts por 90 minutos?.

v)  Visualizar o gel sob luz ultravioleta, fotografar com o auxilio de um fotodocumentador e
analisar o resultado.

NOTA: * A metodologia de eletroforese capilar pode ser utilizada como alternativa de acordo com
protocolo da marca e cuja validagéo possa ser devidamente comprovada;

2Para a identificacdo de B. ovis é necessario utilizar os parametros de corrida 180 minutos em gel de
agarose 2% ou tempo e concentragdo Otima definidos em cada laboratério cujos testes sejam
devidamente registrados e comprovados.

f) Critérios de aceitagdo do Ensaio
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Os controles positivos devem apresentar bandas de tamanhos correspondentes aos
amplicons do protocolo utilizado. Em caso da utilizag&o dos iniciadores contidos no QUADRO
21, os controles positivos devem apresentar bandas de acordo com o seguinte padrédo: o
produto amplificado correspondente a IS711 é de aproximadamente 498 pares de base (pb)
para B. abortus, 537 pb para B. abortus B19, 731 pb para B. melitensis, 976 pb para B. ovis,
285 pb para B. suis bvl. O gene universal 16S é de 900 pb. O gene EriC por sua vez,
corresponde a aproximadamente 587 pb.

O branco de reagao néo deve apresentar bandas de amplificag&o.

g) Interpretacédo dos resultados

V.

Avaliar a correspondéncia entre o padrdo de bandas apresentado pela amostra e por cada
um dos controles positivos utilizados a fim de classifica-las como positivas ou negativas;
Avaliar a presenca de banda relativa ao gene constitutivo de procariotos;

A leitura das bandas deve ser clara e livre de amplicons inespecificos para que o teste seja
considerado satisfatorio;

Qualquer amostra questionavel devera ser repetida em novo teste.

NOTA: A metodologia ndo faz distingédo entre B abortus biovar 1, 2 ou 3 nem entre B. abortus biovar
3, 5, 6 ou 9. Os resultados para tais biovariedades devem ser, portanto, reportados como “detectado”
ou “nado detectado” para o respectivo grupo.

h) Emissao dos resultados

Os resultados deverao ser emitidos em documento denominado “Relatério de Ensaio” e expresso
como “DETECTADO” ou “NAO DETECTADQ’.

i) Descarte de Amostras e Residuos

Anteriormente ao descarte de amostras e produtos de ensaio, deverao ser observados 0s
prazos minimos estabelecidos no item 3.8 subitem j) Retenc¢&o de Itens de Ensaio.
Anteriormente ao descarte de amostras e produtos de ensaio, deve ser realizado registro
de descarte em formulario préprio e conferéncia.

Os materiais descartados devem ser separados adequadamente entre residuos quimicos
e bioldgicos;

O laboratério deve assegurar a biosseguranca dos residuos gerados, e seguir as
legislacdes ambientais vigentes durante todo o processo do descarte.

j) Retencéo de itens de ensaio

Os isolados para analise de PCR devem ser armazenados por periodo minimo de 12 meses
a partir da realizacdo das andlises, em freezer a -20 °C.

As amostras negativas devem ser armazenadas por periodo minimo de 90 dias a partir da
realizacdo das analises, em freezer a -20 °C.
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CAPITULO 2.6.5
DOENCA DE AUJESZKY

1. Amostras
S&o consideradas amostras para o diagnéstico da Doenca de Aujeszky:
1.1. Deteccéo da Resposta Imune

a)  Soro sanguineo

1.2. Identificacao do Agente

a) Cérebro;

b)  Pulméo;

c) Tonsilas Palatinas;

d) Linfonodos;

e) Ganglio Trigémeo (suinos com infeccédo latente) e
f) Medula espinhal (bovinos).

2. Recebimento das Amostras

2.1. Disposic¢Oes Gerais

2.1.1. Para atendimento aos Programas e Controles Oficiais do MAPA os Laboratérios credenciados
somente receberdo as amostras previstas na legislacdo em vigor para as finalidades e ensaios
previstos no seu escopo de credenciamento.

2.1.2. Deveréo ser obedecidos os critérios estabelecidos no capitulo de verificagdo de conformidade
de amostras.

3. Técnicas de Diagnostico

3.1. Disposigdes Gerais

3.1.1. Somente poderdo ser utilizados insumos de diagndstico que tenham registro no MAPA,
segundo legislacdo em vigor;

3.1.2. Todos os insumos utilizados na andlise devem ser controlados e previamente testados e
aprovados;

3.1.3. O laboratério devera realizar os ensaios obedecendo as temperaturas preconizadas pelo
fabricante dos insumos

a) Quando esta informacdo ndo constar na bula o laboratério devera consultar o fabricante,
mesmo que a indicacdo seja de realizacdo a temperatura ambiente

b) Quando néo informado pelo fabricante, serdo considerados como temperatura ambiente,
valores de temperatura entre 18 a 25°C.

3.1.4 Antes da utilizacdo dos insumos, realizar a avaliacdo de todos os parametros referentes aos
lotes e valores de ponto de corte dos critérios interpretacao dos resultados;

3.1.5 O laboratério deve estabelecer um meio de avaliacdo apropriado para todos o0s insumos
utilizados nos ensaios;

3.1.6. Devem ser retidos os registros dos controles dos ensaios realizados, devendo ser registrada
data e responsavel de todas as etapas realizadas para cada amostra analisada;
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3.1.7. Os resultados encontrados para cada amostra e controles, dados dos insumos utilizados e
outras informacdes pertinentes devem ser registrados em formulérios proprios do laboratorio.

Deteccédo da Resposta Imune

3.2. Ensaio Imunoenzimético (ELISA)

3.2.1. Materiais

a)
b)
c)
d)
e)
f)
g)
h)
i)
),
k)
1)

Luvas para procedimentos

Pipetas de vidro graduadas ou descartaveis;
Provetas graduadas;

Béqueres;

Erlenmeyers;

Ponteiras descartaveis;

Descartador de ponteiras;

Reservatorios para solugdes (cubetas);
Papel absorvente;

Selador ou tampa para placas de ELISA;
Caneta para identificagéo de vidraria;

Cubas para descarte de materiais resistente a autoclavacao.

3.2.2 Equipamentos e instrumentos

a)
b)
c)
d)
e)
f)

9)
h)
)

)

k)

Autoclave;

Geladeira;

Estufa;

TermOmetros

Micropipetas monocanal e multicanal de volumes regulaveis;
Pipetador automatico ou manual;
Leitora de ELISA;

Crondbmetros;

Agitador de tubos tipo vortex (opcional);
Agitador de microplacas (opcional);
Lavadora de microplacas (opcional);

3.2.3. Insumos

a)

Kits de ELISA de deteccdo de anticorpos para o virus da Doenca de Aujeszky.

3.2.4. Solucgbes

a)

No preparo das solucdes deve ser utilizado somente os reagentes fornecidos pelo fabricante,

ou aqueles por ele indicados.

b)

Conjugados, substratos e solugdo de parada deverdo ser utlizados obedecendo-se as

condicdes do fabricante;

c)

No preparo da solucdo de lavagem deve-se assegurar que nao existem cristais precipitados na

solugéo;
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d) Diluir a solucbes utilizando agua ultrapura ou destilada conforme instru¢des do fabricante e
homogeneizar bem.

3.2.5. Realizacdo do ensaio

a) Para realizacdo dos ensaios de ELISA devem ser consideradas as orientacfes do fabricante
do kit de diagnostico utilizado. Atentar para ocorréncia de atualizacéo na bula do kit, principalmente
em mudancas de lote;

b) A ordem de execucdo das etapas do ensaio, duracdo, volumes utilizados e temperatura de
incubacéo variam de acordo com fabricante do kit utilizado;

c) Homogeneizar gentiimente todos reagentes e amostras antes do uso;

d)  Utilizar ponteiras distintas para cada controle e amostra de soro;

e) Homogeneizar as placas tocando-as na lateral ou utilizando um agitador de placas;

f) Nas etapas de incubagéo, as placas devem ser seladas para se evitar evaporacao;

g) As placas devem ser lavadas com a solugéo indicada pelo kit. Apés a ultima lavagem remover
residuos em um material absorvente (papel toalha ou toalha). Deixar as placas secas 0 minimo de
tempo possivel entre a lavagem e adicdo do proximo reagente;

h)  Decorridas todas as etapas do teste, realizar a leitura da absorbancia na leitora de ELISA
utilizando filtro com comprimento de onda indicado nas instru¢des do fabricante.

3.2.6. Critérios de aceitacao do Ensaio

a) O resultado do ensaio serd considerado valido somente se as DOs dos soros controles
estiverem dentro dos limites aceitaveis e determinados pelo fabricante. Caso contrario, o ensaio deve
ser repetido.

3.2.7. Interpretagéo dos resultados

a) De acordo com as DOs obtidas consideram-se as amostras como reagentes ou nao reagentes.
As amostras reagentes devem ser encaminhadas para o Laboratério Federal de Defesa Agropecuario
(LFDA) designado para realizar a confirmacao por Virusneutralizagéo;

b) Amostras com DO entre os dois pontos de corte estabelecidos serdo consideradas
inconclusivas e deverdo ser novamente ensaiadas. Se no reensaio o inconclusivo persistir, a amostra
deve ser encaminhada ao (LFDA) para confirmacgéo por teste de Virusneutralizagéo.

3.2.8. Emisséo dos resultados
a) Os resultados deverdao ser emitidos em documento denominado “Relatério de Ensaio” e

expresso como, reagente, ndo reagente, ou de acordo com o preconizado com o fabricante do insumo
(kit de diagnéstico).

3.2.9. Descarte de Amostras e Residuos
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a) Antes da realizacdo do descarte de amostras e produtos de ensaio deverdo ser observados os
prazos minimos estabelecidos no item 5. Retencéo de Itens de Ensaio

b)  Todo material utilizado na realizacdo do ensaio deve ser imerso em cuba com solucdo de acido
citrico 0,2%, hipoclorito de sddio 0,5% ou solugdo para descontaminagdo similar, por no minimo de 1
hora;

c) ApOs este periodo, todo o material utilizado na realizagdo do ensaio deve ser submetido ao
processo de autoclavacao apropriado e validado. A efetividade de esterilizacdo deve estar comprovada
em procedimentos préprios do laboratorio;

d) O laboratério deve assegurar a biosseguridade dos residuos gerados e seguir as legislacdes
ambientais vigentes durante todo processo de descarte.

3.2.10. Retencgédo de itens de ensaio

a)  Soro sanguineo
Poderdo ser descartados 60 dias apés a emissdo do relatério de ensaio, registrando-se nos
formularios préprios e conferidos antes do descarte.

b) Amostras positivas de qualquer origem devem ser armazenadas de forma permanente,
incluindo todos os registros e documentacao pertinente, devendo elas serem registradas e controladas
pelo laboratério responsavel pela analise.

3.3. Teste de Virusneutralizacéo
3.3.1. Materiais

a)Luvas para procedimentos;

b)Pipetas de vidro graduadas ou descartaveis;

c) Provetas graduadas;

d)Béqueres;

e) Erlenmeyers;

f) Frascos de vidro tipo penicilina com tampa;

g)Ponteiras descartaveis;

h)Descartador de ponteiras;

i) Reservatérios para solugées (cubetas);

i) Papel absorvente;

k) Microplacas para cultivo celular em poliestireno cristal com 96 cavidades de fundo chato;
)i Caneta para identificacdo de vidraria;

m) Cubas para descarte de materiais resistente a autoclavacao.

3.3.2. Equipamentos e instrumentos

a) Autoclave;

b) Cabine de seguranca bioldgica classe Il B1 (requisito minimo);
c) Geladeira;

d) Freezer;

e) Estufa com atmosfera de COy;
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f) Estufa;

g) Banho seco ou que empregam agua;

h)  Termdmetros;

1) Micropipetas mono e multicanais de volumes regulaveis;
)] Pipetador automético ou manual;

k)  Agitador de tubos;

) Microscépio invertido;

m) Balanca analitica;

n)  Centrifuga refrigerada.

3.3.3. Insumos

a) Suspensdao celular de linhagem sensivel (PK-15, SK-6 ou MDBK);

b) Meio MEM (Meio Essencial Minimo, reconstituido de acordo com o fabricante);
c) Soro fetal bovino (SFB) livre de pestivirus (BVDV) e micoplasma;

d) Solucdo de antibiéticos e antifungicos;

e) Anticorpo reagente e ndo reagente para os virus da Doenca de Aujeszky;

f)  Virus da Doenca de Aujeszky — VDA.

3.3.4. Solucgdes

a) Meio MEM com adig&o de antimicrobianos;

b)  Solugéo de salina 0,15 mol/L %;

c) Acido citrico 0,2 %;

d) Solucéo salina 0,85 % fosfatada tamponada (PBS) pH 7,2-7,4;
e)  Solugdo de antibidticos e antifungicos.

3.3.5. Realizacdo do ensaio
3.3.5.1 Método qualitativo

a) Incubar as amostras de soro em banho seco ou que empregam agua a 56 °C por 30 minutos
para inativacdo do complemento;

b) Os soros deveréo ser testados em triplicata

c) Utilizar microplacas para cultivo de células de 96 pocos, com 12 colunas identificadas de 1 a
12, e 8 linhas identificadas com a letra A até H;

d) Adicionar 50 pL de MEM por pogo nas colunas 1, 5 e 9 (controle de toxidez);

e) Adicionar 50 L do soro a ser testado em trés pocgos adjacentes (ex. soro 1: Al, A2, A3). O
mesmo procedimento deve ser feito com uma amostra de soro reagente e uma de soro ndo reagente,
com fins de controle de prova;

f) Manter pelo menos uma coluna da microplaca para controle de células.—Adicionar nesta
coluna, 100 uL de MEM e 50 yL volume da suspenséo celular utilizada na prova, conforme descrito no
item [;

g) Retirar um criotubo do virus da Doenca de Aujeszky do ultrafreezer, o qual j& devera ter sido
titulado pelo método de Reed-Muenchen. Este método serd também empregado na titulagdo da
diluicao de trabalho do virus (retrotitulacao);

h) Diluir o virus de acordo com o titulo para que no ensaio sejam utilizados aproximadamente
100 TCIDso/50 pL (DT- diluicdo de trabalho);
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i) Adicionar 50 pL da diluigao trabalho do virus aos pogos, com exceg¢ao do controle de toxidez
(colunas 1,5,9) e da coluna de controle de células. Homogeneizar batendo suavemente na lateral da
placa;

)] Incubar as microplacas a 37 ° C + 1 °C, em estufa com 5% de atmosfera de CO, por um
periodo de 1 hora ou por 24 horas sob refrigeracao;

k) Adicionar a todos os pogos 50 uL de suspenséo celular contendo 3,0 x 10° células/mL com
10% SFB iniciando-se pela coluna referente ao controle de células;

1 Incubar as microplacas a 37 ° C £ 1 °C, em estufa com 5% de atmosfera de CO- por 72 horas;

m) Apbs o término do periodo de incubacdo realizar a leitura da microplaca em microscoépio de
luz com imagem invertida.

3.3.5.2 Método quantitativo

a) O método quantitativo podera ser usado diretamente nos soros a serem avaliados ou em
soros reagentes previamente testados no método qualitativo;

b) Os soros deverao ser testados em duplicata utilizando-se microplacas para cultivo de células
de 96 pocos, com 12 colunas identificadas de 1 a 12, e 8 linhas identificadas com a letra A até H;

c) Desde que os soros tenham a toxicidade avaliada no método qualitativo, ndo € necessario
avaliar a toxicidade no método quantitativo;
d) Caso seja necessario realizar o controle de toxidez adicionar 50 pL de MEM nas linhas A e de

C a H. Em seguida, adicionar 50 pL de soro nos pogos Al e A2 (amostra 1) e 100 pL de soro nos
pocos Bl e B2 (amostra 1). Transferir 50 pL de soro da linha B para a linha C, homogeneizar com
auxilio de micropipeta e transferir 50 puL dos soros para a linha D, e da D para a linha E e assim
sucessivamente até a linha H (diluicao final 1/128);

e) Desde que os soros tenham a toxicidade avaliada no método qualitativo, ndo é necessario
avaliar a toxicidade no método quantitativo. Deste modo, adicionar 50 uL de MEM nas linhas B a H;

f) Em seguida, adicionar 100 pL do soro a ser testado nos pocos Al e A2 (amostra 1). O mesmo
procedimento deve ser feito com uma amostra de soro reagente e uma de soro ndo reagente, com fins
de controle de prova;

g) Transferir 50 uL de soro da linha A para a linha B, homogeneizar com auxilio de micropipeta
e transferir 50 pL dos soros para a linha C, e da C para a linha D e assim sucessivamente até a linha
H (dilui¢éo final 1/256);

h) Descartar 50 pL do material da linha H;

i) Manter pelo menos uma coluna da microplaca para controle de células.-Adicionar nesta
coluna, 100 uL de MEM e 50 pL volume da suspenséo celular utilizada na prova, conforme descrito no
item [;

) Retirar um criotubo do virus da Doenca de Aujeszky do ultrafreezer, o qual ja devera ter sido
titulado pelo método de Reed-Muenchen. Este método serd também empregado na titulacdo da
diluicdo de trabalho do virus (retrotitulacao);

k) Diluir o virus de acordo com o titulo para que no ensaio sejam utilizados aproximadamente
100 TCIDso/50 pL (DT- diluicdo de trabalho);

) Adicionar 50 pL da diluigéo trabalho do virus aos pogos, com exce¢ao do controle de toxidez
(linha A) e da coluna de controle de células. Homogeneizar batendo suavemente na lateral da placa;

m) Incubar as microplacas a 37 ° C £ 1 °C, em estufa com 5% de atmosfera de CO, por um
periodo de 1 hora ou 24 horas refrigerado;

n) Adicionar a todos os pogos 50 uL de suspenséao celular contendo 3,0 x 10° células/mL com
10% SFB iniciando-se pela coluna referente ao controle de células;

0) Incubar as microplacas a 37 ° C £ 1 °C, em estufa com 5% de atmosfera de CO; por 72 horas;

427



p) Apbs o término do periodo de incubacdo realizar a leitura da microplaca em microscoépio de
luz com imagem invertida.

3.3.5.3. Retrotitulagéo

a) Preparar trés diluicdes do virus em base 10 a partir da diluicdo de trabalho (10 102 e 10°3).
Essas trés diluicbes serdo utilizadas para a titulagéo da diluicdo de trabalho (retrotitulacdo);

b) Adicionar 50 yL de MEM em trés colunas de uma microplaca;

c) Adicionar 50 yL de cada uma das diluicdes do virus em uma coluna, comecando pelo virus

mais diluido, de forma que possam ser utilizadas as mesmas ponteiras e 0 mesmo reservatorio para
todas as diluigbes do virus;

d) Incubar as microplacas a 37 ° C + 1 °C, em estufa com 5% de atmosfera de CO; por 1 hora
ou 24 horas sob refrigeragéo;

e) Adicionar a todos os pogos 50 pL de suspenséo celular contendo 225 x 10° células/mL com
10% SFB iniciando-se pela coluna referente ao controle de células;

f) Incubar as placas em estufa de CO com 5% de atmosfera de CO- por 72 horas;

9) Apo6s o término do periodo de incubagéo realizar a leitura da microplaca em microscépio de
luz com imagem invertida;

h) Célculo do titulo deve ser feito pelo método de Reed-Muenchen com base na presenca ou
auséncia de crescimento viral nas colunas inoculadas com as diluigées do virus.

3.3.6. Critérios de aceitacao da prova

a) A prova estard valida quando a retrotitulacdo do virus de prova na diluicdo de trabalho
apresentar as doses infectantes dentro da variacédo 10 2*°5, que corresponde a 31 a 316 TCIDso/50 uL;
b) Quando a retrotitulacdo do virus de prova na diluicdo de trabalho apresentar titulo inferior a

10 1® poderéo ser validados os resultados das amostras ndo reagentes, e do mesmo, retrotitulacéo
com titulo superior a 10 2° poderdo ser validados as amostras reagentes;

c) Serd considerada valida a prova em que 0s soros controle se apresentarem dentro do
comportamento esperado:

d)  Soro controle REAGENTE, com auséncia de efeito citopatico (ECP) nos trés pogos (FIGURA 1
A);

e)  Soro controle NAO REAGENTE, com presenca de ECP nos trés pocos (FIGURA 1B);

f) Controle de toxicidade: na presenca de toxicidade as amostras devem ser reanalisadas por
ELISA ou pelo método quantitativo;

g) Controle de células apresentando tapete integro e todos 0s po¢os isentos de contaminagéo ou
toxidez;

h)  Se o resultado de um ou mais controles ndo atender aos critérios estabelecidos, 0s ensaios
deverdo ser repetidos. Estando em conformidade, avaliar o resultado das amostras.
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FIGURA 1 — Cultivo de células PKis sem ECP (1A) e com a presenca de ECP (1B) causado pelo
virus da Doenca de Aujeszky.

Fonte: LFDA-MG

3.3.7. Interpretacado dos resultados

3.3.7.1 Método qualitativo — resultados apresentados em triplicata

a) Amostras ndo reagentes: presenca de ECP nos trés pocos;

b)  Amostras reagentes: auséncia de ECP nos trés pogos. Devem ser confirmadas pelo método
guantitativo;

c) Amostras inconclusivas: presenca de ECP em um ou dois pog¢os. Devem ser avaliadas pelo
método quantitativo;

d) Amostra téxica: A amostra serd considerada toxica quando se observar a auséncia de
multiplicacdo celular, ou destruicdo das células por componentes do soro no poco de controle de
toxidez. Geralmente é caracterizada pela sedimentagdo do cultivo semeado no fundo do pogo. Na
presenca de toxicidade as amostras devem ser reanalisadas por ELISA ou pelo método quantitativo.

e) Amostra contaminada - a amostra serad considerada contaminada quando se observar o
crescimento bacteriano ou fingico no po¢o amostra processada.

3.3.7.2 Método quantitativo

a) Amostras ndo reagentes: presenca de ECP nos poc¢os;

b) Amostras reagentes: o titulo de um soro é expresso pelo denominador da mais alta diluicido em
gue houve neutralizacdo completa dos ECP do virus em 50% dos pocos. Se houver neutralizagéo
apenas na amostra nao diluida solicitar nova colheita, pelo menos, oito dias apés a primeira colheita.
(QUADRO 1)
c¢) Amostra téxica: A amostra serd considerada toxica quando se observar a auséncia de
multiplicacdo celular, ou destruicdo das células por componentes do soro no pogo de controle de
toxidez. Geralmente é caracterizada pela sedimentacdo do cultivo semeado no fundo do poc¢o. Na
presenca de toxicidade as amostras devem ser reanalisadas por ELISA ou pelo método quantitativo.
d) Amostra contaminada - a amostra sera considerada contaminada quando se observar o
crescimento bacteriano ou fingico no poco amostra processada.
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QUADRO 1. Titulo neutralizante expresso pela reciproca da diluicdo mais alta do soro em que houve
inibicdo da replicagéo viral em 50% dos poc¢os.

~ " TITULO

DILUICAO | TITULO LOGARITMICO

1/2 2 0,3

1/4 4 0,6

1/8 8 0,9

1/16 16 1,2

1/32 32 15

1/64 64 1,8
1/128 >=128 >=2,1

3.3.8. Emissao dos resultados

a) Os resultados deverao ser emitidos em documento denominado “Relatério de Ensaio” e
expresso como, reagente, ndo reagente. Caso a amostra seja considerada reagente, deve ser descrito
a valor do titulo final, que é expresso como o logaritmo da diluicdo em que houve 100% de
Virusneutralizacao.

3.3.9. Descarte de Amostras e Residuos

a) Antes da realizacdo do descarte de amostras e produtos de ensaio deverao ser observados os
prazos minimos estabelecidos no item 5. Retencéo de Itens de Ensaio

b)  Todo material utilizado na realizacao do ensaio deve ser imerso em cuba com solucéo de acido
citrico 0,2%, hipoclorito de sddio 0,5% ou solucdo para descontaminacgédo similar, por no minimo de 1
hora;

c)  ApOs este periodo, todo o material utilizado na realiza¢éo do ensaio deve ser submetido ao
processo de autoclavacao apropriado e validado. A efetividade de esterilizacdo deve estar
comprovada em procedimentos préprios do laboratério;

d) O laboratério deve assegurar a biosseguridade dos residuos gerados e seguir as legislacdes
ambientais vigentes durante todo processo de descarte.

3.3.10. Retencéo de itens de ensaio

a)  Soro sanguineo

Poderdao ser descartados 60 dias apos a emissdo do relatério de ensaio, registrando-se nos
formulérios proprios e conferidos antes do descarte.

b) Amostras positivas de qualquer origem devem ser armazenadas de forma permanente,
incluindo todos os registros e documentacéo pertinente, devendo elas serem registradas e controladas
pelo laborat6rio responsavel pela analise.

Identificacdo do Agente

3.4. Isolamento viral
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3.4.1. Materiais

a)
b)
c)
d)
e)
f)
g)
h)
i)
),
k)
)
m)
n)
0)
p)
Q)
r
s)
t)
u)

v)

Luvas para procedimentos;
Pipetas de vidro graduadas ou descartaveis;
Provetas graduadas;
Béqueres;
Erlenmeyers;
Placas de Petri;
Frascos de vidro tipo penicilina com tampa;
Tubo de centrifuga;
Tubos de ensaio;
Ponteiras descartaveis;
Descartador de ponteiras;
Reservatorios para solucdes (cubetas);
Papel absorvente;
Microplacas para cultivo celular em poliestireno com 24 cavidades de fundo chato;
Microplacas para cultivo celular em poliestireno com 96 cavidades de fundo chato;
Caneta para identificagéo de vidraria;
Cubas para descarte de materiais resistente a autoclavacao;
Areia estéril;
Filtro para seringa (0,45 pum);
Gral e Pistilo;
Tesoura cirtrgica e bisturi
Seringa descartavel;

3.4.2. Equipamentos e instrumentos

a)
b)
c)
d)
e)
f)
g)
h)
)
),
k)
1)
m)
n)

0)

Autoclave;

Cabine de seguranca bioldgica classe Il A (requisito minimo);
Geladeira;

Freezer;

Estufa com atmosfera de COy;

Estufa;

Banho seco ou que empregam agua;

Termometros;

Micropipetas mono e multicanais de volumes regulaveis;
Pipetador automatico ou manual;

Agitador de tubos;

Microscopio invertido.

Cronémetro

Balanca analitica;

Centrifuga refrigerada.

3.4.3. Insumos

a)
b)
c)
d)

Suspensao celular de linhagem sensivel (PK-15 ou SK-6);

Meio MEM (Meio Essencial Minimo, reconstituido de acordo com o fabricante);
Soro fetal bovino (SFB), livre de pestivirus (BVDV) e micoplasma,;

Solucgéo de antibidticos e antifungicos;
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e) Anticorpo hiperimune para o virus da Doenca de Aujeszky;

f) Anticorpo anti-lgG de suino marcada com isotiocianato de fluoresceina ou peroxidase;
g) Cepas do virus da Doenca de Aujeszky;

h)  Ovoalbumina Grau V;

i) Peroxido de hidrogénio 30 % (V/V);

) Tween 80 ou Tween 20

3.4.4. Solucdes

a) Meio MEM tradado com solucao de antibitticos e antifiingicos;
b)  Acido citrico 0,2 %;
c) Solugdo de antibidticos e antifungicos.

3.4.5. Realizacdo do ensaio
3.4.5.1. Preparo das amostras

a) Selecionar os 6rgaos e tecidos encaminhados do mesmo animal que serdo submetidos a prova
e utilizar aproximadamente 0,5 cm?®de cada tecido;

b) Remover o excesso de tecido conjuntivo;

c) Recortar e macerar os fragmentos de cada orgdo preparando um pool para cada requisicao,
utilizando gral, pistilo e MEM tratado com solu¢do antimicrobiana até que se forme uma pasta
homogénea. Pode ser utilizada areia estéril como abrasivo se necessario.

d) Completar o volume com MEM resultando em uma suspenséo de 20 % (P/V);

e) Centrifugar a 3000 rpm por 10 minutos;

f) Colher o sobrenadante, filtrar e colocar em frasco devidamente identificado; descartar o
precipitado;

g) Adicionar 100 pL de solug&o antimicrobiana;

h)  Encaminhar 400 pL de inéculo ou de fragmentos do tecido tratado com 1,0 mL de Trizol para
diagnostico molecular.

3.4.5.2. Sangue total ou plasma

a) Caso sejam recebidas mais de uma amostra de sangue na requisicdo preparar um pool com
volume final de 1,0 mL. Por exemplo para quatro amostras adicionar 250 pL de cada amostra;
b)  Adicionar 10 pL de solucdo antimicrobiana.

3.4.5.3. Passagens em células (suspenséo celular)

a)  Adicionar 100 pL do in6culo de macerado de tecidos e 50 pL do inéculo de sangue total em um
poco da microplaca de 24 pocos. Caso seja utilizada uma garrafa de 25 cm? utilizar 0,5 mL de inéculo
de macerado de tecidos ou 0,1 mL de sangue total,

b)  Acrescentar 1 mL de suspensédo celular com 10 % de soro fetal bovino na concentracéo de
300.000 células/mL;

c) Incubar a microplaca por 48 a 72 horas em estufa de CO».

d) Fazer aleitura e registrar os resultados. Os materiais em que for observada contaminagédo nédo
deverdo ser submetidos a segunda passagem.

e) Congelar a microplaca e descongelar;
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f) Inocular o material da primeira passagem em microplaca de 96 pocos sendo que para cada
poco da microplaca de 24 pocos ou garrafa devera ser utilizada uma coluna da microplaca de 96 pocos;

g) Inocular 10 pL do in6culo nos pogos Al, B1, Cl e D1,

h)  Inocular 5 pL do in6culo nos pogos E1, F1, G1 e H1,;

i) Adicionar 100 pL de células em todos os pogos reservando uma coluna para o controle de
células e uma para o controle de virus;

) Para o controle de virus utilizar uma amostra da cepa do VDA,

k)  Realizar a leitura dos cultivos por 72 horas em microscoépio 6ptico. Amostras que apresentarem
caracteristicas de efeito citopatico deverdo ser encaminhadas para a confirmacdo por biologia
molecular.

3.4.6. Critérios de aceitagcao das provas

a) As provas de identificagdo do agente serdo consideradas validas quando os cultivos celulares
sabidamente infectados (controles DETECTADOS) apresentam efeito citopéatico caracterizado pelo
destacamento do cultivo celular e formacao de células sinciciais e auséncias de ECP nos cultivos que
n&o foram infectados (controles NAO DETECTADOS ou de células).

b) Na presenca de ECP devera ser realizada a confirmacao do isolamento por método molecular.

c) Controle de células apresentando tapete integro em todos os pogos isentos de contaminagao
ou toxidez.

3.4.7. Interpretacdo dos resultados

a) DETECTADO - presenga de ECP nos cultivos infectados pelo VDA, Fig. (1B).
b) NAO DETECTADO - auséncia de ECP nos cultivos celulares Fig. (1A).
c) CONTAMINADA - A amostra sera considerada contaminada quando se observar o
crescimento bacteriano ou fingico no po¢o amostra processada.

3.4.8. Emissao dos resultados

a) Os resultados deverdo ser emitidos em documento denominado “Relatério de Ensaio” e
expresso como, “DETECTADO” ou “NAO DETECTADO” no isolamento viral do virus para Doenca de
Aujeszky.

3.4.9. Descarte de Amostras e Residuos
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a) Antes da realizacdo do descarte de amostras e produtos de ensaio deverdo ser observados os
prazos minimos estabelecidos no item 5. Retencéo de Itens de Ensaio

b)  Todo material utilizado na realizacdo do ensaio deve ser imerso em cuba com solucdo de acido
citrico 0,2%, hipoclorito de sddio 0,5% ou solugdo para descontaminagdo similar, por no minimo de 1
hora;

c) ApOs este periodo, todo o material utilizado na realizagdo do ensaio deve ser submetido ao
processo de autoclavacao apropriado e validado. A efetividade de esterilizacdo deve estar comprovada
em procedimentos préprios do laboratorio;

d) O laboratério deve assegurar a biosseguridade dos residuos gerados e seguir as legislacdes
ambientais vigentes durante todo processo de descarte.

3.4.10. Retencéo de itens de ensaio

a)  Soro sanguineo
Poderdo ser descartados 60 dias apés a emissdo do relatério de ensaio, registrando-se nos
formularios préprios e conferidas antes do descarte.

b) Amostras positivas de qualquer origem devem ser armazenadas de forma permanente,
incluindo todos os registros e documentacao pertinente, devendo elas serem registradas e controladas
pelo laboratério responsavel pela analise.

3.5 Teécnicade PCR convencional (PCR) para detec¢do do Herpesvirus suino 1 (SuHV-1)
3.5.1. Materiais

a) Luvas de procedimento nitrilica ou de latex isentas de po;
b) Pipetas graduadas;

c)  Microtubos de volumes variados ou microplacas;

d) Ponteiras com filtro, estéreis, livres de DNAses e RNAses;
e) Estantes para microtubos;

f) Gaze ou papel toalha.

3.5.2. Equipamentos e instrumentos

a) Cabine de seguranca biologica com filtro HEPA classe 1l (requisito minimo) ou estacdo de
trabalho para PCR (Workstation PCR) com luz UV germicida;

b) Geladeira;

c) Freezer;

d) Micropipetas mono e multicanais de volumes regulaveis;

e) Pipetador automatico ou manual;

f) Termociclador;

g) Balanca de preciséo;

h)  Centrifuga refrigerada com rotores para microtubos;

i) Agitador de microtubos;

) Micro-ondas;

k) Cuba e fonte para eletroforese;

)i Microcomputador;
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m) Sistema de fotodocumentacéo;

n)  Equipamento para extragdo automatizada de acidos nucleicos (opcional);

3.5.3.Insumos

a)  Agua livre de nucleases;

b) Mix de dNTP;

c) Oligonucleotideos para PCR (QUADRO 2);
d) Kit de PCR;

e) Kit de extracdo de RNA (automatica);

f) Trizol (manual);

g) Corante para acidos nucleicos;

h)  Marcador de peso molecular;

i) Tampao de carregamento (“loading buffer’);
)] Gel de agarose;

k)  Controle DETECTADO para SuHV-1

)i Sugestao de iniciadores apresentados no QUADRO 2.

QUADRO 2: Sugestéo de oligonucleotideos para PCR para detec¢do molecular de SuHV-1

Oligonucleotideo Tipo de PCR Sequéncia Referéncia
SUHV'lgE493F ccac ccatattctttat
PCR gegggeedy d Huang, 2004
SuHV-1.gE.493.R cgtggccgtigtgggtcat
SuHV-1.gC.
. tttcctgattcacgcccacgce
788.F Sequenciamento g g 9 g Goldberg, 2011
SuHV-1.gC.788.R gaagggctcaccgaagaggac

3.5.4 Solucgbes

a) Solucéo de alcool 70° INPM;
b)  Solugéo descontaminante de DNA e DNAses;

3.5.5. Realizac¢do do ensaio

3.5.5.1. Extragdo de RNA

a) A extragdo pode ser realizada de forma automatizada ou manual, através de kits de extracdo
de RNA ou reagentes especificos para o tipo de material a ser analisado, seguindo as recomendacdes

do fabricante;

b)  Na&o utilizar reagentes apds a data de validade e ndo misturar reagentes de lotes diferentes;
c) Adicionar as seguintes amostras controle a cada procedimento de extracdo: controle NAO

DETECTADO (agua ou tecido bovino ou suino).
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3.5.5.2. Reacdo de amplificacdo de acido nucleico (PCR)

a) Realizar o ensaio em duas areas separadas: uma para o preparo do mix de reacado (sala de
pré-PCR) isenta de material genético e amplicons, e outra para a transferéncia de DNA para placa ou
microtubos (sala de PCR);

b) Antes e apds o preparo do mix de reagdo, descontaminar a cabine e os materiais a serem
utilizados com solucdo descontaminante (para DNA, RNA, proteinas e nucleases) e/ou alcool 70°
INPM;

c) As micropipetas utilizadas para o preparo do mix de reacéo e adicdo das amostras devem ser
exclusivas para tais finalidades.

3.5.5.3. Preparo do mix de reacéao

a) Preparar o mix de reacdo de acordo com protocolos validados e especificos para o agente
pesquisado (SuHV-1) em quantidade suficiente para o nidmero de amostras a serem testadas,
considerando algumas a mais;

b)  Adicionar o mix de reag&o a cada poco da microplaca (ou microtubos);

c) Devem ser incluidos nas andlises:

l. Controle DETECTADO para SuHV-1;
[l.  Controle NAO DETECTADO da extracao;
lll.  Branco (agua livre de nucleases).

3.5.5.4. Reacédo de PCR

a)  ApOs o preparo do mix, adicionar o RNA nos poc¢os da placa ou em microtubos identificados
com a numeracgao da amostra a ser testada;

b) Realizar a amplificacdo em termociclador certificado, conforme as especificacdes de
temperatura do protocolo utilizado.

3.5.5.5 Eletroforese

a) Preparar o gel de agarose em concentracdo adequada ao protocolo de PCR utilizado. Adicionar
um corante para acidos nucleicos em proporc¢ao suficiente para visualizacao das bandas;

b) Para a corrida das amostras, adicionar tampao de carregamento (loading buffer) ao produto de
PCR;

c)  Aplicar marcador de peso molecular em um dos pogos do gel;

d) Realizar a corrida em cuba de eletroforese, utilizando o tempo e a voltagem adequados para o
volume do gel e o protocolo de PCR utilizado;

e) Visualizar o gel sob luz ultravioleta, fotografar com o auxilio de um fotodocumentador e analisar
o resultado.

3.5.6.Critérios de aceitagdo da prova

a) As amostras de controle DETECTADO para SuHV-1 devem apresentar bandas de tamanhos
correspondentes aos amplicons do protocolo utilizado;

b) As amostras de controle NAO DETECTADO (controle NAO DETECTADO da extracdo e
branco) ndo devem apresentar bandas de amplificacéo.
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3.5.7.Interpretacéo dos resultados

a) Comparar os resultados das amostras testadas ao das amostras controle, a fim de classifica-
las como positivas ou negativas;

b) A leitura das bandas deve ser clara e livre de amplicons inespecificos para o teste ser
considerado satisfatorio;

c) Qualquer amostra questionavel deverd ser retestada.

3.5.8.Emissao dos resultados

a) Os resultados deverdo ser emitidos em documento denominado “Relatério de Ensaio” e
expressos como “DETECTADO” ou “NAO DETECTADO’;

b) Expressar a quantidade de aliquotas positivas ou negativas dentre o total de aliquotas
analisadas.

3.5.9.Descarte das amostras e Residuos

a)  Apo6s um periodo minimo de 90 dias da realiza¢do das analises, as amostras negativas poderdo
ser descartadas;

b) Os materiais descartados devem ser separados adequadamente entre residuos quimicos e
biol6gicos;

c) O laboratério deve assegurar a biosseguridade dos residuos gerados e seguir as legislacdes
ambientais vigentes para o descatrte.

3.6. Técnicade PCR em tempo real com transcri¢do reversa (QPCR) para SuHV-1

3.6.1 Materiais

a) Luvas de procedimento, nitrilica ou de latex isentas de po;

b)  Microtubos de volumes variados ou microplacas;

c) Microplacas ou microtubos para leitura 6ptica de qPCR;

d) Tampas adesivas para microplacas para leitura éptica de qPCR;
e) Ponteiras com filtro, estéreis, livres de DNAses e RNAses;

f) Estantes para microtubos;

g) Gaze ou papel toalha.

3.6.2 Equipamentos e instrumentos

a) Autoclave;

b) Cabine de seguranca bioldégica com filtro HEPA classe Il (requisito minimo) ou estacédo de
trabalho para PCR (Workstation PCR) com luz UV germicida;

c) Geladeira;

d) Freezer;

e)  Micropipetas mono e multicanais de volumes regulaveis;

f) Termociclador para PCR em tempo real;

g) Centrifuga refrigerada com rotores para microtubos;

h)  Agitador de microtubos;

)] Microcomputador;

) Equipamento para extracdo automatizada de &cidos nucleicos (opcional).
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3.6.3 Insumos

a)  Agua livre de nucleases;

b)  Oligonucleotideos para gq°PCR (QUADRO 3);

c) Controle DETECTADO para SuHV-1 (sempre utilizar RNA viral para averiguar eficiéncia da
transcricdo reversa);

d) Kitde gPCR;

e) Kit de extragdo de RNA (automatica);

f) Trizol (manual);

g) Recomenda-se o0 uso de reacbes de passo Unico (one step) para sintese e amplificacdo de
cDNA no mesmo tubo;

h)  Sugestdo de iniciadores apresentada do Tabela 3.

QUADRO 3: Sugestéo de oligonucleotideos para qPCR para detec¢do molecular de SuHV-1

Oligonucleotideo TIL%ORde Sequéncia Referéncia
SuHV-1.gB.92.F qPCR ctcctgecgceacctgaag Nonaka, 2017
SuHV-1.gB.92.R gtctggaagcggtagaagcc

SuHV-1.gB.92.P FAM-cggaactcgctgacgcacca-NFQ

SuHV-1.gE.136.F gPCR gatgcagggctcgtacac Nonaka, 2017
SuHV-1.gE.136.R ggacacgttcgacctgatg

SuHV-1.gE.136.P FAM-agcgtggcggtgaagttctcg-NFQ

3.6.4 Solucgbes

a) Solucéo de alcool 70° INPM;
b)  Solugcédo descontaminante de DNA e DNAses;

3.6.5. Realizacdo do ensaio
3.6.5.1. Extragdo de RNA

a) A extragdo pode ser realizada de forma automatizada ou manual, através de kits de extracdo
de RNA ou reagentes especificos para o tipo de material a ser analisado, seguindo as recomendacdes
do fabricante;

b)  Na&o utilizar reagentes apds a data de validade e ndo misturar reagentes de lotes diferentes;

c) Adicionar as seguintes amostras controle a cada procedimento de extracdo: controle NAO
DETECTADO (agua ou tecido bovino ou suino).

3.6.5.2. Reacdo de amplificagdo de &cido nucleico por gPCR

a) Realizar o ensaio em duas areas separadas: uma para o preparo do mix de reacado (sala de
pré-PCR) isenta de material genético e amplicons, e outra para a transferéncia de DNA para placa ou
microtubos (sala de PCR);
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b) Antes e apo6s o preparo do mix de reacdo, descontaminar a cabine e os materiais a serem
utilizados com solucdo descontaminante (para DNA, RNA, proteinas e nucleases) e/ou alcool 70°
INPM;

c) As micropipetas utilizadas para o preparo do mix de reacéo e adicdo das amostras devem ser
exclusivas para tais finalidades.

3.6.5.3. Preparo do mix de reacdao

a) Preparar o mix de reacdo de acordo com protocolos validados e especificos para o agente
pesquisado (SuHV-1) em quantidade suficiente para o nimero de amostras a serem testadas,
considerando algumas a mais;

b)  Apos o preparo do mix, adicionar o RNA nos pogos da placa ou em microtubos para leitura
Optica;

c) A adicdo de DNA e das amostras controle deve ser realizada em uma area distinta do preparo
do mix (sala de PCR);

d) Devem ser incluidos nas analises:

l. Controle DETECTADO para SuHV-1;
1. Controle NAO DETECTADO da extracao;
lll.  Branco (agua livre de nucleases);
IV.  Controle DETECTADO e NAO DETECTADO do kit utilizado (se houver).

3.6.5.4. Reacéao de qPCR

a) Selar a placa com adesivo Gptico ou fechar a tampa dos microtubos. Verificar se ha bolhas no
fundo do poco e/ou goticulas na parede dos pocos da placa ou tubo. Caso isto ocorra, centrifugar
brevemente para reduzir as bolhas e para que o conteddo se posicione na parte inferior da placa ou
tubo;

b) Iniciar e entrar com os dados no software do termociclador (identificacdo das amostras e
selecao dos fluoréforos), conforme especificagdes do fabricante;

c) Inserir a placa ou os tubos no termociclador, salvar o arquivo e iniciar a corrida,;

d) Ao finalizar, salvar os dados e interpretar os resultados.

3.6.6.Critérios de aceitacao da prova

a) Paraavalidacéo do ensaio, o controle DETECTADO deve apresentar uma curva sigmoide (em
forma de S) e um Cq satisfatorio;

b) O controle NAO DETECTADO deve ter Cq indeterminado ou maior que o limite do kit. O gréfico
do controle NAO DETECTADO deve apresentar tracos de fluorescéncia na linha de base durante todo
0 ensaio. Esses tracos ndo devem apresentar curva sigmoide ou um aumento gradual na fluorescéncia.

3.6.7.Interpretacdo dos resultados

a) Ao analisar os resultados da corrida, o operador deve avaliar os seguintes componentes: controle
DETECTADO, controle NAO DETECTADO, controle da extracdo, background de fluorescéncia
e graficos de amplificagdo de cada amostra individualmente. Apos a validacdo do ensaio,
interpretar os resultados conforme especificagdes do fabricante;

b) O limiar de Cq a ser considerado DETECTADO deve ser avaliado conforme definido na
verificagdo desempenho da técnica ou conforme consta a literatura;
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c)

d)
e)

Amostra com resultado inconclusivo: aquelas com valor de Cq intermediario entre o valor para
detectado e ndo detectado.

Qualquer amostra questionavel devera ser retestada;

Amostras positivas devem ser submetidas a sequenciamento para genotipagem viral.

3.6.8.Emisséao dos resultados

a)

b)

Os resultados deverao ser emitidos em documento denominado “Relatério de Ensaio” e
expressos como “DETECTADO”, “NAO DETECTADO” ou “INCONCLUSIVO”

Expressar a quantidade de aliquotas positivas ou negativas dentre o total de aliquotas
analisadas.

3.6.9.Descarte das amostras e Residuos

a) Apo6s um periodo minimo de 90 dias da realizag&o das andlises, as amostras negativas poderao
ser descartadas, registrando-se nos formularios préprios e conferidas antes do descarte;

b) Os materiais descartados devem ser separados adequadamente entre residuos quimicos e
biolégicos;

c) O laboratério deve assegurar a biosseguridade dos residuos gerados e seguir as legislacdes
ambientais vigentes para o descatrte.
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CAPITULO 2.6.6
LINGUA AZUL

1. Amostras
S&o consideradas amostras para o diagnéstico da Lingua Azul:
1.1. Deteccgéo da Resposta Imune

a) Soro sanguineo

1.2. Identificacdo do Agente

a) Sangue total;
b) Baco;

c) Figado;

d) Medula 6ssea;
e) Linfonodos;

2. Recebimento das Amostras

2.1. Disposic¢Oes Gerais

2.1.1. Para atendimento aos Programas e Controles Oficiais do MAPA os Laboratérios credenciados
somente receberdo as amostras previstas na legislagdo em vigor para as finalidades e ensaios
previstos no seu escopo de credenciamento.

2.1.2. Deveréo ser obedecidos os critérios estabelecidos no capitulo de verificagdo de conformidade
de amostras.

3. Técnicas de Diagndstico

3.1. Disposic¢des Gerais

3.1.1. Somente poderao ser utilizados insumos de diagndstico que tenham registro no MAPA, segundo
legislacdo em vigor;

3.1.2. Todos os insumos utilizados na andlise devem ser controlados e previamente testados e
aprovados;

3.1.3. O laboratério devera realizar os ensaios obedecendo as temperaturas preconizadas pelo
fabricante dos insumos

a) Quando esta informacéo ndo constar na bula o laboratério devera consultar o fabricante, mesmo
gue a indicacdo seja de realizacdo a temperatura ambiente

b) Quando néo informado pelo fabricante, serdo considerados como temperatura ambiente, valores
de temperatura entre 18 a 25°C.

3.1.4 Antes da utilizacao dos insumos, realizar a avaliagdo de todos os parametros referentes aos lotes
e valores de ponto de corte dos critérios interpretacao dos resultados;

3.1.5 O laboratério deve estabelecer um meio de avaliagdo apropriado para todos os insumos utilizados
Nnos ensaios;
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3.1.6. Devem ser retidos o0s registros dos controles dos ensaios realizados, devendo ser registrada
data e responsavel de todas as etapas realizadas para cada amostra analisada;

3.1.7. Os resultados encontrados para cada amostra e controles, dados dos insumos utilizados e outras
informac0des pertinentes devem ser registrados em formularios préprios do laboratério.

Deteccdo da Resposta Imune
3.2. Ensaio Imunoenzimatico (ELISA)

3.2.1. Materiais

a) Luvas para procedimentos

b) Pipetas de vidro graduadas ou descartaveis;
¢) Provetas graduadas;

d) Béqueres;

e) Erlenmeyers;

f) Ponteiras descartaveis;

g) Descartador de ponteiras;

h) Reservatorios para solugfes (cubetas);

i) Papel absorvente;

j) Selador ou tampa para placas de ELISA;

k) Caneta para identificacdo de vidraria;

[) Cubas para descarte de materiais resistente a autoclavacao.

3.3.8 Eguipamentos e instrumentos

a) Autoclave;

b) Geladeira;

c) Estufa;

d) Termobmetros

e) Micropipetas monocanal e multicanal de volumes regulaveis;
f) Pipetador automatico ou manual;

g) Leitora de ELISA;

h) Cronbmetros;

i) Agitador de tubos tipo vortex (opcional);
j) Agitador de microplacas (opcional);

k) Lavadora de microplacas (opcional);

3.2.3. Insumos

a) Kits de ELISA de deteccao de anticorpos para o virus da Lingua Azul.

3.2.4. Solucbes

a) No preparo das solugdes deve ser utilizado somente os reagentes fornecidos pelo fabricante, ou
aqueles por ele indicados.

b) Conjugados, substratos e solucédo de parada deverao ser utilizados obedecendo-se as condi¢des
do fabricante;
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¢) No preparo da solucdo de lavagem deve-se assegurar que ndo existem cristais precipitados na
solucéo;

d) Diluir a solu¢des utilizando agua ultrapura ou destilada conforme instrucbes do fabricante e
homogeneizar bem.

3.2.5. Realizacdo do ensaio

a) Para realizacao dos ensaios de ELISA devem ser consideradas as orientacdes do fabricante do kit
de diagndstico utilizado. Atentar para ocorréncia de atualizacdo na bula do kit, principalmente em
mudancas de lote;

b) A ordem de execucdo das etapas do ensaio, duracdo, volumes utilizados e temperatura de
incubacéo variam de acordo com fabricante do kit utilizado;

¢) Homogeneizar gentilmente todos reagentes e amostras antes do uso;

d) Utilizar ponteiras distintas para cada controle e amostra de soro;

e) Homogeneizar as placas tocando-as na lateral ou utilizando um agitador de placas;

f) Nas etapas de incubacgéo, as placas devem ser seladas para se evitar evaporacao;

g) As placas devem ser lavadas com a solugdo indicada pelo kit. Apds a Ultima lavagem remover
residuos em um material absorvente (papel toalha ou toalha). Deixar as placas secas o minimo de
tempo possivel entre a lavagem e adigdo do proximo reagente;

h) Decorridas todas as etapas do teste, realizar a leitura da absorbancia na leitora de ELISA utilizando
filtro com comprimento de onda indicado nas instru¢des do fabricante.

3.2.6. Critérios de aceitacdo do Ensaio

a) O resultado do ensaio sera considerado valido somente se as DOs dos soros controles estiverem
dentro dos limites aceitaveis e determinados pelo fabricante. Caso contrario, 0 ensaio deve ser
repetido.

3.2.7. Interpretacao dos resultados

a) De acordo com as DOs obtidas consideram-se as amostras como reagentes ou hao reagentes;

b) Amostras com DO entre os dois pontos de corte estabelecidos seréo consideradas inconclusivas e
deverdo ser novamente ensaiadas.

3.2.8. Emisséao dos resultados
a) Os resultados deverao ser emitidos em documento denominado “Relatério de Ensaio” e expresso

como, “REAGENTE”, “NAO REAGENTE”, ou de acordo com o preconizado com o fabricante do
insumo (kit de diagnéstico).

3.2.9. Descarte de Amostras e Residuos
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a) Antes da realizacdo do descarte de amostras e produtos de ensaio deverdo ser observados os
prazos minimos estabelecidos no item 5. Retencéo de Itens de Ensaio

b) Todo material utilizado na realizacdo do ensaio deve ser imerso em cuba com solucdo de acido
citrico 0,2%, hipoclorito de sodio 0,5% ou solucao para descontaminagao similar, por no minimo de
1 hora;

c) Apos este periodo, todo o material utilizado na realizagéo do ensaio deve ser submetido ao processo
de autoclavacéo apropriado e validado. A efetividade de esterilizacdo deve estar comprovada em
procedimentos préprios do laboratorio;

d) O laboratério deve assegurar a biosseguridade dos residuos gerados e seguir as legislacdes
ambientais vigentes durante todo processo de descarte.

3.2.10. Retencédo de itens de ensaio

a) Soro sanguineo
Poderdo ser descartados 60 dias apdés a emissdo do relatério de ensaio, registrando-se nos
formularios préprios e conferidos antes do descarte.

b) Amostras positivas de qualquer origem devem ser armazenadas de forma permanente, incluindo
todos os registros e documentacgdo pertinente, devendo elas serem registradas e controladas pelo
laborat6rio responsavel pela analise.

3.3 Técnica da imunodifusdo em gel-agar (IDGA) para pesquisa de anticorpos para o virus da
Lingua Azul

O IDGA para Lingua Azul ndo tem especificidade que consiga diferenciar exclusivamente entre
anticorpos para 0s sorogrupos e para a Doenca Hemorragica Epizoética BT e EHD, portanto, ndo pode
ser usado definitivamente para detectar anticorpos para BTV como uma reacao positiva pode ter sido
o resultado de uma infecgdo para outra espécie de Orbivirus.

3.3.1 Materiais

a) Luvas para procedimentos;

b) Pipetas de vidro graduadas ou descartaveis;

¢) Provetas graduadas;

d) Béqueres;

e) Erlenmeyers;

f) Baldo volumétrico;

g) Ponteiras descartaveis;

h) Placa de Petri de poliestireno de 90mm ou 30-40mm de diametro;
i) Descartador de ponteiras;

j) Caneta para identificacdo de vidraria;

k) Cubas para descarte de materiais resistente a autoclavagao.

3.3.2 Equipamentos
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a) Autoclave;

b) Geladeira;

c) Freezer,

d) Microondas;

e) Micropipetas monocanal de volumes regulaveis;
f) Pipetador automatico ou manual;
g) Balanca analitica;

h) Medidor de pH;

i) Destilador ou deonizador de agua;
j) Centrifuga;

k) Autoclave;

I) Cortador de gel padréo;

m) Camara Umida;

n) Fonte de luz;

0) Bomba de vacuo (opcional);

p) Bancada nivelada.

3.3.3 Insumos

a) Antigeno do virus da lingua azul para prova de imunodifusédo em agar-gel - IDGA;
b) Soro controle positivo para o virus da lingua azul;
c) Soros controle forte-positivo, fraco-positivo e negativo para o virus da lingua azul.

3.3.4 Solugbes

a) Gel de agar a 0,9% em solucao salina 0,85%.

3.3.4 Realizacédo do ensaio
3.3.4.1 Preparacédo das Laminas ou Placas de Petri

a) ldentificar as laminas ou placas de petri conforme o formulario de acompanhamento do
ensaio utilizando caneta apropriada;

b) Aquecer o Gel de agar a 0,9%, em microondas, por tempo necessario até a completa fusao,
evitando o borbulhamento e extravasamento;

c) Distribuir o gel na lamina ou placa de petri e deixa-lo solidificar em temperatura ambiente
(20°C a 25°C) ou de refrigeracao (2 a 8°C) durante 30 minutos;

d) Perfurar o gel com auxilio do cortador padrao, posicionando as rosetas de forma equidistante;

e) Remover o gel dos pocos das rosetas;

f) Armazenar as laminas ou placas de petri na cadmara Umida se ndo forem utilizadas
imediatamente, para evitar o ressecamento do gel.

3.3.4.2. Execucdao

a) Homogeneizar as amostras antes do uso;

b) Distribuir as amostras a serem testadas, alternadamente.

c¢) Distribuir o soro controle positivo (SP), alternadamente com as amostras testadas.
d) Distribuir o antigeno (Ag) no pogo central.
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e) Durante a distribuicdo evitar o extravasamento de material dos po¢os. Quando corretamente
distribuidos, a superficie fica levemente cdncava. Em caso de extravasamento, descartar a
lamina;

f) Incubar em cdmara umida durante 48 horas;

g) Registrar a temperatura, no momento inicial da incubagéo, com 24 horas e 48 horas;

h) Realizar a leitura apds 48 horas de incubacdo com auxilio de uma fonte de luz;

i) O resultado final somente sera emitido apds a leitura com 48 horas.

3.3.5. Critérios de aceitagao

a) As linhas de precipitacdo que indicam a intera¢éo antigeno-anticorpo devem se formar entre os
pocos em que foram adicionados os soros controle sabidamente positivos e o antigeno.

b) Os soros controles devem apresentar linhas de precipitacdo dentro do esperado;

c) Caso as linhas estejam fracas para serem visualizadas, incubar por mais 24 horas e realizar a
leitura novamente.

3.3.6. Interpretagéo dos resultados

a) Amostra reagente: a linha de precipitacdo do soro controle se une com a formada pelo Ag e pela
amostra, apresentando uma linha continua, de identidade total,

b) Amostra fraco reagente: a linha de precipitacdo de uma amostra com baixa concentracdo de
anticorpos tende a se formar mais proxima a cavidade onde a amostra se encontra;

c) Amostra ndo reagente: a linha de precipitagdo formada entre o Ag e o soro controle se dirige para
a cavidade onde se encontra a amostra,

d) Amostra inespecifica: ocasionalmente se formam linhas de precipitagcéo entre os soros e/ou entre
soros e antigeno, que nao tém identidade com a linha do soro controle positivo. Estas linhas cruzam
a linha de precipitacéo formada entre o soro controle positivo e 0 antigeno. As presencas de reacdes
inespecificas podem ocorrer concomitantes com uma reag¢do positiva entre o soro problema e o
antigeno ou com uma reagao negativa entre ambos. A linha ndo especifica ndo forma uma linha
continua com as linhas do SCP.

3.3.7. Emissao dos resultados

a) Os resultados deverao ser emitidos em documento denominado “Relatério de Ensaio” e expresso
como “POSITIVO” ou “NEGATIVO”.

b) Soros positivos para AGID devem ser testados novamente usando um ensaio especifico para
sorogrupo, Virusneutralizacdo ou ELISA, se a especificidade por sorogrupo for necesséria.

3.3.8 Descarte das amostras e residuos

a) Antes da realizagdo do descarte de amostras e produtos de ensaio deverdo ser observados os
prazos minimos estabelecidos no item 3.3.9.

b) Todo o material utilizado na realizacdo do ensaio deve ser submetido ao processo de autoclavacdo
apropriado. A efetividade da esterilizacdo deve estar comprovada em procedimentos proprios do
laborat6rio e devem ser utilizados controles fisicos, quimicos e bioldgicos para 0 monitoramento do
processo;
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¢) Os materiais descartados devem ser separados adequadamente entre residuos quimicos e
biolbgicos;

d) O laboratério deve assegurar a biosseguranca dos residuos gerados, e seguir as legislacdes
ambientais vigentes durante todo o processo do descarte.

3.3.9 Retencdo de itens de ensaio

a) Soro sanguineo

Apo6s um periodo minimo de 90 dias da emisséo do relatério de ensaio, as amostras negativas poderao
ser descartadas, registrando-se em formularios proprios e conferidas antes do descarte.

3.6. Técnicade RT-gPCR para o virus da BTV
3.5.1 Materiais

0) Luvas de procedimento nitrilicas ou de latex isentas de po;

p) Microtubos de volumes variados ou microplacas;

g) Microplacas ou microtubos para leitura 6ptica de RT-gPCR;

r) Tampas adesivas para microplacas para leitura éptica de RT-qPCR;
s) Ponteiras com filtro, estéreis, livres de DNAses e RNAses;

t) Estantes para microtubos;

u) Gaze ou papel toalha.

3.5.5 Equipamentos e instrumentos

a) Autoclave;

b) Cabine de seguranca biolégica com filtro HEPA classe Il (requisito minimo) ou estag&o de trabalho
para PCR (Workstation PCR) com luz UV germicida;

c) Geladeira;

d) Freezer,;

e) Micropipetas mono e multicanais de volumes regulaveis;

f)  Termociclador para PCR em tempo real;

g) Centrifuga refrigerada com rotores para microtubos;

h) Agitador de microtubos;

i)  Microcomputador;

i)  Equipamento para extracdo automatizada de acidos nucleicos (opcional).

3.5.6 Insumos

a) Agua livre de nucleases;
b) Oligonucleotideos para RT-gPCR (QUADRO 2);
c) Controle DETECTADO para o virus da BTV (sempre utilizar RNA viral para averiguar eficiéncia

da transcricao reversa);
d) Kit de RT-gPCR,;
e) Kit de extracdo de RNA (automatica);
f) Trizol (manual);
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0) Recomenda-se 0 uso de reacdes de passo Unico (one step) para sintese e amplificacdo de
cDNA no mesmo tubo.

QUADRO 2: Sugestéo de oligonucleotideos para RT-gPCR para detec¢do molecular do virus da BTV
(VCSF)

. . Tipo de A A
Oligonucleotideo P Sequéncia Referéncia
PCR
BTV.west.91F GCTTTTGAGGTGTACGTGAAC
BTV.west.91R TCTCCCTTGAAACTCTATAATTACG
BTV.East.97F GCGTTCGAAGTTTACATCAAT
RT-gPCR Shaw ot al-
BTV.East.97R CAGTCATCTCTCTAGACACTCTATAATTACG
BTV.west/east.S FAM-CYG GAT CAA GTT CAC TCC AYG GC-lowa
Black
BTV.OIE.2014.F TGG-AYA-AAG-CRA-TGT-CAA-A Hofmann et al.,
2008
BTV.OIE.2014.R ACR-TCA-TCA-CGA-AAC-GCT-TC
RT-gPCR
BTV.OIE.2014.S FAM-ARG-CTG-CAT-TCG-CAT-CGT-ACG- C-
lowaBlack
BTV.S5.76.F GGCAACYACCAAACATGGA
BTV.S5.76..R RT-qPCR AAAGTYCTCGTGGCATTWGC Toussaint et
al., 2007

BTV.S5.76..P FAM-CYCCACTGATRTTGTATTTTCTCAA-TAMRA

3.5.7 Solucgbes

a) Solucéo de Alcool 70%;
b) Solugédo descontaminante de DNA e DNAses.

3.5.5. Realizacéo do ensaio

3.5.5.1. Extracdo de RNA

a) A extracdo pode ser realizada de forma automatizada ou manual, através de kits de extragao

de RNA ou reagentes especificos para o tipo de material a ser analisado, seguindo as recomendacdes
do fabricante;

b) Nao utilizar reagentes apos a data de validade e ndo misturar reagentes de lotes diferentes;
c) Adicionar as seguintes amostras controle a cada procedimento de extrac&o: controle NAO
DETECTADO (4gua ou tecido bovino ou suino).
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3.5.5.2. Reacao de amplificacdo de acido nucleico por RT-qPCR

a)

b)

c)

Realizar o ensaio em duas areas separadas: uma para o preparo do mix de reacéo (sala de pré-
PCR) isenta de material genético e amplicons, e outra para a transferéncia de DNA para placa ou
microtubos (sala de PCR);

Antes e apds o preparo do mix de reacé@o, descontaminar a cabine e os materiais a serem utilizados
com solucdo descontaminante (para DNA, RNA, proteinas e nucleases) e/ou Alcool 70° INPM;

As micropipetas utilizadas para o preparo do mix de reacdo e adicdo das amostras devem ser
exclusivas para tais finalidades.

3.5.5.3. Preparo do mix de reagéo

a)

b)
c)

d)

Preparar o mix de reacdo de acordo com protocolos validados e especificos para o agente
pesquisado (virus da BTV) em quantidade suficiente para o0 nUmero de amostras a serem testadas,
considerando algumas a mais;
Apos o preparo do mix, adicionar o RNA nos poc¢os da placa ou em microtubos para leitura optica;
A adicdo de DNA e das amostras controle deve ser realizada em uma area distinta do preparo do
mix (sala de PCR);
Devem ser incluidos nas andlises:
V. Controle DETECTADO para virus da BTV;
VI. Controle NAO DETECTADO da extracao;
VIl.  Branco (agua livre de nucleases);
VIll.  Controle DETECTADO e NAO DETECTADO do kit utilizado (se houver).

3.5.5.4. Reacdo de RT-gPCR

a)

b)

c)
d)

Selar a placa com adesivo 6ptico ou fechar a tampa dos microtubos. Verificar se ha bolhas no fundo
do poco e/ou goticulas na parede dos poc¢os da placa ou tubo. Caso isto ocorra, centrifugar
brevemente para reduzir as bolhas e para que o conteldo se posicione na parte inferior da placa
ou tubo;

Iniciar e entrar com os dados no software do termociclador (identificacdo das amostras e selecéo
dos fluoréforos), conforme especificacdes do fabricante;

Inserir a placa ou os tubos no termociclador, salvar o arquivo e iniciar a corrida;

Ao finalizar, salvar os dados e interpretar os resultados.

3.5.9 Critérios de aceitagdo da prova

a)

b)

Para a validacdo do ensaio, o controle DETECTADO deve apresentar uma curva sigmoide (em
forma de S) e um Cq satisfatorio;

O controle NAO DETECTADO deve ter Cq indeterminado ou maior que o limite do kit. O grafico do
controle NAO DETECTADO deve apresentar tracos de fluorescéncia na linha de base durante todo
0 ensaio. Esses tracos ndo devem apresentar curva sigmoide ou um aumento gradual na
fluorescéncia.

3.5.10 Interpretacéo dos resultados

a) Ao analisar os resultados da corrida, o operador deve avaliar 0s seguintes componentes: controle

DETECTADO, controle NAO DETECTADO, controle da extracéo, background de fluorescéncia e
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gréaficos de amplificacdo de cada amostra individualmente. Apds a validacao do ensaio, interpretar
os resultados conforme especificagdes do fabricante;

b) O limiar de Cq a ser considerado DETECTADO deve ser avaliado conforme definido na verificacao
desempenho da técnica ou conforme consta a literatura;

c) Amostra com resultado inconclusivo: aquelas com valor de Cq intermediario entre o valor para
detectado e ndo detectado.

d) Qualquer amostra questionavel devera ser retestada;

e) Amostras positivas devem ser submetidas a sequenciamento para genotipagem viral.

3.5.11 Emisséao dos resultados

a) Osresultados deverdo ser emitidos em documento denominado “Relatério de Ensaio” e expressos
como “DETECTADO?”, “NAO DETECTADO” ou “INCONCLUSIVO”
b) Expressar a quantidade de aliquotas positivas ou negativas dentre o total de aliquotas analisadas.

3.5.10 Descarte das amostras e Residuos

a) Apo6s um periodo minimo de 30 dias da realizagdo das andlises, as amostras negativas poderao
ser descartadas, registrando-se nos formularios préprios e conferidas antes do descarte;

b) Os materiais descartados devem ser separados adequadamente entre residuos quimicos e
biolégicos;

c) O laboratério deve assegurar a biosseguridade dos residuos gerados e seguir as legislacdes
ambientais vigentes para o descarte.
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