Instrucdo Normativa SDA/MAA 18/2004
(D.0.U. 23/03/2004)

MINISTERIO DA AGRICULTURA, PECUARIA E ABASTECIMENTO
SECRETARIA DE DEFESA AGROPECUARIA
INSTRUCAO NORMATIVA N° 18, DE 27 DE FEVEREIRO DE 2004

O SECRETARIO DE DEFESA AGROPECUARIA DO MINISTERIO DA
AGRICULTURA, PECUARIA E ABASTECIMENTO, no uso das atribuicdes que lhe
conferem o inciso II, Art. 15, do Decreto n® 4.629, de 21 de marco de 2003 ¢ o art. 4°, da
Portaria Ministerial n® 516, de 9 de dezembro de 1997, e tendo em vista o que consta do
Processo n° 21000.012718/2003-70, resolve:

Art. 1° Estabelecer as normas sobre os requisitos de qualidade para efeito de
credenciamento ¢ monitoramento de laboratério pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA) com vistas a procederem a diagnosticos das Encefalopatias
Espongiformes Transmissiveis (EET) em ruminantes pela técnica de imunohistoquimica
(IHQ), conforme disposto no Anexo I, bem como, aprovar os modelos de formularios para
requisi¢do e laudo de resultado de exames e registro de amostras, nas formas constantes dos
anexos II a IV desta Instrucio.

Paragrafo unico. Para o credenciamento e monitoramento previstos no caput deste artigo
serdo observadas as normas sobre os requisitos de qualidade constantes do Anexo I desta
Instrugdo Normativa e as da Instrucdo Normativa n® 51, de 27 de junho de 2003.

Art. 2° O laboratério a ser credenciado devera dispor de Responsavel Técnico (RT) com
formagdo profissional de Médico Veterinario, experiéncia comprovada em patologia
veterinaria € dominio da técnica de THQ.

Art. 3° Esta Instru¢do Normativa entra em vigor na data de sua publicacio.
MACAO TADANO ANEXO I

NORMAS SOBRE OS REQUISITOS DE QUALIDADE PARA O CREDENCIAMENTO
E MONITORAMENTO DE LABORATORIOS DE DIAGNOSTICO DAS ENCEFALO-
PATIAS ESPONGIFORMES TRANSMISSIVEIS(EET) EM RUMINANTES, PELA
TECNICA DE IMUNO-HISTOQUIMICA(IHQ)

1. DAS DEFINICOES

1.1 Bulbo: porgdo do tronco encefalico que inicia aproximadamente na altura da inser¢ao do
primeiro par de nervos cervicais e se estende rostralmente até o bordo caudal da ponte;

1.2 Obex: marcagdo anatdmica no tronco encefalico que consiste na junc¢do das té€nias do
sexto ventriculo no angulo posterior;

1.3 Cerebelo: por¢do do metencéfalo localizada caudalmente aos lobos occipitais do
telencéfalo e sobre a ponte e o bulbo (medula oblonga), formando a maior parte do teto do
quarto ventriculo;

1.4 Orgdos Linféides: locais de produgio de células linfoides, como timo, bago e linfonodos
e, agregados linfoides: tonsilas, placas Peyer e terceira palpebra; e

1.5 Protocolo: ambiente destinado ao recebimento das amostras, registro, expedi¢do dos
resultados e arquivo dos mesmos.

2. DAS AMOSTRAS

2.1 A amostra de elei¢do a ser testada € constituida por fragmento de tecido devidamente
fixado em formol a 10% (dez por cento) de esta discriminada conforme a espécie:

2.1.1 Bovina - bulbo na altura do 6bex; e

2.2.2 Ovina e Caprina - bulbo na altura do 6bex, cerebelo e 6rgdos linfoides.
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3. DOS RECEBIMENTOS DAS AMOSTRAS

3.1 As amostras deverdo estar acompanhadas de formulédrio de requisicdo de exame,
devidamente preenchido, conforme modelo estabelecido no Anexo II; e

3.2 As amostras serdo registradas em livro proprio conforme modelo estabelecido no Anexo
1.

4. DA CONSERVACAO E ESTOCAGEM

4.1 A amostra deve ser conservada em formol a 10% (dez por cento), até a inclusdo em
blocos de parafina e a confec¢do das laminas; e

4.2 Os blocos de parafina e as preparacdes histologicas deverdo ser arquivados por, pelo
menos, sete anos.

5. DA SEGURANCA BIOLOGICA

5.1 O laboratorio deverd seguir os procedimentos de biosseguranca preconizados para
doengas pridnicas;

5.2 Na ocorréncia de amostra positiva deverdo ser adotados os seguintes procedimentos:

5.2.1 O material utilizado para o diagndstico, no dia, devera ser submetido a um processo de
desinfeccdo com Hidroxido de So6dio a 2N por duas horas e, apdés bem enxaguado,
autoclavado a 134° C (cento e trinta e quatro graus celsius), por uma hora; e

5.2.2 O material a ser descartado devera ser duplamente embalado em sacos adequados para
lixos infecciosos e incinerado posteriormente.

6. DO METODO DE DIAGNOSTICO

6.1 A técnica de IHQ descrita no item 10, deste anexo, ¢ um dos métodos indicados para o
diagnostico das EET;

6.2 Os procedimentos no manejo de reativos utilizados na técnica de IHQ sdo os descritos
no item 11 deste anexo; e

6.3 Qualquer alteracdo na metodologia analitica devera ser previamente aprovada pelo
MAPA.

7. DOS RESULTADOS E RELATORIOS

7.1 Os laudos de resultados dos exames deverdo ser emitidos em formularios proprios
conforme modelo constante do Anexo IV, de acordo com o seguinte fluxo:

7.1.1 O resultado negativo serd encaminhado ao requisitante ¢ ao setor competente do
MAPA;

7.1.2 O resultado suspeito ou duvidoso sera encaminhado ao requisitante, ao setor
competente do MAPA e ao laboratdrio de referéncia para o diagnodstico das EET no Brasil; e

7.1.3 Todo laboratdrio credenciado devera encaminhar ao setor competente do MAPA, até o
décimo dia util do més subseqiiente, relatorio das atividades mensais, elaborado em sistema
especifico.

8. DAS INSTALACOES E EQUIPAMENTOS DO LABORATORIO

8.1 O laboratorio deve possuir instalagdes e equipamentos adequados para a realizagdao do
exame de IHQ;

8.2 As instalagdes devem obedecer a um fluxo operacional coerente com a técnica
desenvolvida;

8.3 O local de exame deve estar provido de bancada impermeavel e resistente a desinfecgao,
fontes de eletricidade suficientes e adequadas ao perfeito funcionamento dos equipamentos
e paredes com superficie lavavel; e

8.4 O setor de esterilizagao e lavagem deve estar provido de fontes de eletricidade, tanques
ou pias que permitam a higienizacao de todo material utilizado na realizagao da analise.

8.5 O laboratorio deve estar equipado com:



8.5.1 Arquivo;

8.5.2 Microcomputador;

8.5.3 Caixas para arquivo das laminas e blocos de tecidos;

8.5.4 Microtomo;

8.5.6 Processador automatico de tecidos (opcional);

8.5.7 Autoinclusor de parafina (opcional);

8.5.8 Banho Maria histologico;

8.5.9 Refrigerador/ freezer -20°C (vinte graus celsius negativos);
8.5.10 Capela de fluxo continuo;

8.5.11 Capela de fluxo laminar;

8.5.12 Estufa;

8.5.13 Agitador de tubos (opcional);

8.5.14 Pipetas monocanais de 1-10 pl, 10-100 pl e 200-1000 pl, ou similares;
8.5.15 Vidraria de laboratorio;

8.5.16 Armario para estoque dos reagentes e solugdes;

8.5.17 Microscdpio Optico;

8.5.18 Medidor de pH;

8.5.19 Balanga analitica;

8.5.20 Autoclave;

8.5.21 Destilador; e

8.5.22 Deionizador (opcional).

9. DO RESPONSAVEL TECNICO (RT) TITULAR E SUBSTITUTO

9.1 O RT titular e seu substituto, designados pelo laboratorio deverdo ser submetidos a
treinamento, no laboratdrio de referéncia, na técnica utilizada;

9.2 Apds o treinamento e para efeito de credenciamento ou monitoramento, o RT titular e
seu eventual substituto, serdo submetidos a auditorias técnicas com acompanhamento do
ensaio no proprio laboratorio, realizadas por auditores designados pelo MAPA ;e

9.3 Os laudos laboratoriais e o relatério mensal deverdo ser, obrigatoriamente, assinados
pelo responsavel técnico titular ou seu substituto.

10. DOS PROCEDIMENTOS PARA O DIAGNOSTICO PELA TECNICA DE IHQ
10.1 A fixacdo e descontaminacao do material devem ser realizadas como se segue:

10.1.1 Os tecidos frescos devem ser fixados em formalina a 10% (dez por cento),
preferencialmente tamponada. O cérebro e linfonodos inteiros necessitam de, pelo menos,
trés a cinco dias de fixacdo antes de serem clivados. Bidpsia de linfonodos requer, pelo
menos, dois dias de fixagdo. Fragmentos de tecidos que tenham espessura em torno de sete
milimetros podem ser fixados em um dia;

10.1.2 Apods o tempo necessario a fixagdo, os tecidos sdo clivados em fragmentos de
aproximadamente dois milimetros de espessura e colocados em cassetes para inclusao;

10.1.3 Colocar os cassetes em solucdo de formalina fresca tamponada a 10%, (dez por
cento) por vinte e quatro horas. (Redacdo dada pela Instrucdo Normativa n° 16, de 9 de
setembro de 2016)

)
y .

detde: (Revogado pela Instrgﬁo Normativa n°® 16, de 9 de setembro de 2016)
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Instrucdo Nomativa n°16. de 9 de setembro de 2016)

- (Revogado pela Instru¢gdo Normativa n® 16, de 9 de

setembro de 2016)

10.2 Do processamento e inclusdo dos tecidos em parafina:

10.2.1 O material, depois de clivado, devera ser processado rotineiramente para exame
histologico. Este podera ser feito em processador automatico de tecidos (histotécnico) ou
manualmente, regulado conforme as conveniéncias do laboratorio, mas obedecendo, em

geral, os tempos abaixo discriminados:

CUBAS REAGENTES TEMPO DE IMERSAO
Copo Becker 1 |Alcool 95% (formol) 1hOOmin
Copo Becker 2 alcool 95% 1hOOmin.
Copo Becker 3 jalcool 95% 1hOOmin.
Copo Becker4  jalcool absoluto 1hOOmin.
Copo Becker 5 alcool absoluto 1hOOmin.
Copo Becker 6  [Xilol 1hOOmin.
Copo Becker 7 [Xilol 1hOOmin.
Copo Becker 8  [Xilol 1hOOmin.
Estufa 1 Parafina 1h30min.
Estufa 2 Parafina 1h30min.

10.2.2 Apds o processamento descrito acima € feita a inclusdo do material em parafina a uma
temperatura variando de 58° a 65°C (cinqiienta e oito a sessenta e cinco graus celsius).

10.3 Da Preparacao dos Cortes Histologicos e Laminas:

10.3.1 A amostra a ser testada e os controles da prova nos blocos de parafina sdo cortadas
em quatro a seis micrémetros de espessura ¢ colocados em laminas especiais com carga
elétrica (tipo Probe On Plus), seguindo as orientacdes de uso do fabricante. Devem ser
utilizadas duas laminas controle positivo e duas ldminas controle negativo:

10.3.1.1 Como controle positivo devem ser usados tecidos de animais comprovadamente
positivos para Scrapie, inativados com Acido Férmico variando de 95% a 98% (noventa e
cinco a noventa e oito por cento) por uma hora;

10.3.1.2 No caso de utilizar o sistema do tipo MicroProbe as laminas devem ser pareadas de
maneira que forme um espago capilar, com as partes pintadas fazendo contato, e colocadas
no suporte proprio para laminas (tipo Slide Holder);

10.3.2 Para remogao da parafina as laminas podem ser colocadas na estufa a 65°C (sessenta
e cinco graus celsius) por vinte minutos; €

10.3.2.1 No caso de utilizar o sistema do tipo MicroProbe, apos este periodo, as 1aminas sdo
imersas em xilol, por dez minutos a 65°C (sessenta e cinco graus celsius), trocar o xilol e
imergi-las por mais trés minutos a 65°C (sessenta e cinco graus celsius) e realizar trés
enxagiies rapidos.

10.4 A reidratagdo dos tecidos deve ser procedida na forma seguinte:

10.4.1 Lavar em xilol por cinco minutos; Lavar em éalcool absoluto por dois minutos;

10.4.2 Lavar em alcool 95% (noventa e cinco por cento) por dois minutos;

10.4.3 Lavar em alcool 80% (oitenta por cento) por dois minutos;

10.4.4 Lavar em alcool 70% (setenta por cento) por um minuto.

10.5 Para o bloqueio da peroxidase endogena devem ser tomadas as seguintes providéncias:

10.5.1 Enxaguar as laminas com uma solu¢do de agua oxigenada (H202) e metanol a trés
por cento (1ml de H202 a 30% em 30ml de metanol) preparada antes do uso;

10.5.2 Incubar por dez minutos entre 22° ¢ 25°C (vinte e dois e vinte e cinco graus celsius)
com a mesma solugdo; e
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10.5.3 Enxaguar as laminas submergindo-as quatro vezes em dagua deionizada ou
bidestilada. Se necessario, as laminas podem ficar algumas horas submersas em agua.

10.6 Para a ativacao do antigeno devem ser tomadas as seguintes providéncias:

10.6.1 Incubar os tecidos em uma solu¢do de acido féormico 95% ( noventa e cinco por
cento) por cinco minutos entre 22° e 25°C (vinte e dois e vinte e cinco graus celsius), em um
recipiente resistente ao acido;

10.6.2 Lavar cuidadosamente e neutralizar em tampao Tris-HCI, usando trés enxagiies
rapidos, seguido de incubac¢ao por um minuto em tampao fresco. O pH do lavado final deve
ficar entre 7 e 8 (sete e 0ito).

Para o controle do pH, colocar as laminas sobre um papel medidor de pH e continuar as
lavagens até atingir o pH adequado;

10.6.3 Transferir o suporte com as ldminas para um recipiente resistente ao calor, contendo
solucao tampao adequada;

10.6.4 Tampar o recipiente, envolvé-lo em papel aluminio e autoclavar a 121°C (cento e
vinte e um graus celsius) por vinte minutos. A contagem do tempo ¢ iniciada quando a
temperatura atinge 121°C (cento e vinte e um graus celsius); e

10.6.5 Transferir as laminas para o tampao Tris com tween20 (TBST) por dez minutos. Se
necessario, as laminas podem ser mantidas em tampao por algumas horas.

10.7 As providencias para a coloragdo Imuno-histoquimica devem ser as seguintes:

10.7.1 Nesta etapa a temperatura ambiente deve ser mantida entre 22° e 25°C (vinte e dois e
vinte e cinco graus celsius);

10.7.2 Agregar a solugdo de proteinase K sobre o corte do tecido na lamina e incubar por
um minuto. Enxaguar trés vezes por vinte segundos, em TBST;

10.7.2.1 No caso de utilizar o sistema do tipo MicroProbe agregar 150 (cento e cinqlienta)
microlitros de solugdo de proteinase K em um pocinho dosificador tipo Isolon e incubar por
um minuto;

10.7.3 Enxaguar trés vezes por vinte segundos, em TBST;

10.7.4 Agregar o anticorpo monoclonal F99/97.6.1 diluido conforme recomendacgdes do
fabricante, em diluente de anticorpo e preparado no dia do uso, incubando por dez minutos;

10.7.5 Enxaguar com TBST, trés vezes por vinte segundos;

10.7.6 Agregar o complexo Biotina-IgG anti-camundongo e incubar por dez minutos, entre
22° e 25°C (vinte e dois e vinte e cinco graus celsius);.

10.7.7 Enxaguar com TBST, trés vezes por vinte segundos;
10.7.8 Agregar a Peroxidase-Estreptavidina ou Peroxidase

Avidina e incubar por dez minutos entre 22° e 25°C (vinte e dois e vinte e cinco graus
celsius);

10.7.9 Enxaguar com TBST, trés vezes por vinte segundos;

10.7.10 Agregar substrato DAB cromogeno e incubar por quatro a cinco minutos;

10.7.11 Enxaguar com agua destilada, duas vezes por vinte segundos;

10.7.12 Contracorar com hematoxilina;

10.7.13 Enxaguar com agua corrente, trés vezes por vinte segundos;

10.7.14 Deixar em agua corrente entre dois a cinco minutos até atingir a coloragdo azulada:

10.7.14.1 Este processo pode ser substituido submergindo as laminas cinco vezes em banho
contendo uma solucao de hidroxido de amonio ou Scotts Water Substitute;

10.7.15 Enxaguar com agua corrente, duas vezes por vinte segundos; e

10.7.16 Deixar as laminas na 4gua até comecar a montagem com laminula.



10.8 Para a desidratagdo dos tecidos deve ser providenciado o seguinte:
10.8.1 Lavar em alcool 70% (setenta por cento) por dois minutos;
10.8.2 Lavar em alcool 80% (oitenta por cento) por dois minutos;
10.8.3 Lavar em alcool 95% (noventa por cento) por dois minutos;
10.8.4 Lavar em alcool absoluto por dois minutos;

10.8.5 Lavar em xilol por cinco minutos; e

10.8.6 Lavar em xilol por cinco minutos.

10.9 Montar as laminas utilizando balsamo do Canada natural ou sintético para fixar a
laminula.

10.10 Ler em microscopio optico.
10.11 Registrar o resultado.

11. DO MANEJO DOS REATIVOS
11.1 Anticorpos:

11.1.1 A solucao Estoque de anticorpos, em uso, deve ser armazenada entre 2° e 7°C (dois e
sete graus celsius);

11.1.2 Nao sao recomendados o congelamento e o descongelamento repetidos;
11.1.3 Os anticorpos sdo diluidos no dia do uso e mantidos sob refrigeracao; e

11.1.4 O congelamento de anticorpos pré-diluidos, especialmente quando estdo combinados,
ndo ¢ recomendado.

11.2 Substrato Cromégeno DAB 11.2.1 Utilizar conforme recomendagdes do fabricante;
11.2.3 Deve ser mantido sob refrigeragdo até o seu uso; e
11.2.4 Se apresentar um precipitado deve ser bem agitado antes do uso.

11.3 Tampao TRIS-Hcl a 0.1 M 11.3.1 Dissolver 12,1 (doze virgula um) gramas de Tris base
em 800ml (oitocento mililitro) de 4gua bidestilada;

11.3.2 Ajustar o pH para 7,6 (sete virgula seis) com HCI concentrado ¢ completar para um
litro; e

11.3.3 Pode ser mantido em temperatura variando entre 22° e 25°C (vinte e dois e vinte e
cinco graus celsius).

11.4 Tampao Tris com Tween20 (Tbst)

11.4.1 Adicionar 6,06 (seis virgula zero seis) gramas de Tris base e 17,5 (dezessete virgula
cinco) gramas de Cloreto de Sdodio (NaCl) em 800ml (oitocentos mililitro) de agua
bidestilada;

11.4.2 Ajustar o pH para 7,6 (sete virgula seis) com Acido Cloridrico (HCI) concentrado e
completar para um litro de 4gua, homogeneizando bem;

11.4.3 Adicionar 1ml (um mililitro) de Tween20 e homogeneizar evitando formar espuma; e

11.4.4 Conservar em temperatura variando entre 22° e 25°C (vinte e dois e vinte e cinco
graus celsius).

11.5 Solugdo de Hidréxido de Amonia

11.5.1 Adicionar 2,5ml (dois virgula cinco mililitro) de Hidroxido de amonia 14,8 N em um
litro de 4gua bidestilada; e

11.5.2 Conservar em temperatura variando entre 22° e 25°C (vinte e dois e vinte e cinco
graus celsius) em frasco com tampa para evitar a evaporagao.

11.6 Scott'S Water Substitute

11.6.1 Diluir dez gramas de Sulfato de Magnésio em um litro de 4gua bidestilada; e



11.6.2 Conservar em temperatura variando entre 22° e 25°C (vinte e dois e vinte e cinco
graus celsius).

ANEXO III

INFORMACC)ES QUE DEVEM CONSTAR DO LIVRO DE REGISTRO DE AMOSTRAS
PELA TECNICA DE IHQ

1. Namero do exame THQ);

2. Numero no DXSNC;

3. Numero do protocolo;

4. Nome ¢ endereco do remetente;

5. Nome do responsavel pelo recebimento;
6. Nome e enderego do proprietario do animal;
7. Numero do Animal,;

8. Espécie, raga, sexo e idade do animal;
9. Data de encaminhamento da amostra;
10. Data de entrada;

11. Data de saida; e

12. O resultado.

ANEXO IV

MODELO DE FORMULARIO DE LAUDO DE RESULTADO DE EXAME PELA
TECNICA DE IHQ

IN° do Protocolo Remetente: (Categoria de exame: |
Espécie: Raga: Sexo: Idade: |
Proprietério: Procedéncia: |
Data de Data de Numero de  |Data de
entrada: encaminhamento: blocos: saida:
lRemetente: |

[Enderego do 6rgio requisitante: |

Historico: |

Diagnostico: |

Assinatura:

, L Data:
Responsavel técnico:

D.0.U., 23/03/2004

RET., 25/03/2004



