MINISTERIO DA AGRICULTURA, PECUARIA E ABASTECIMENTO
SECRETARIA DE DEFESA AGROPECUARIA

INSTRUCAO NORMATIVA N° 12, DE 29 DE JANEIRO DE 2004

O SECRETARIO DE DEFESA AGROPECUARIA SUBSTITUTO, DO MINISTERIO DA
AGRICULTURA,PECUARIA E ABASTECIMENTO, no uso da atribuic¢éo que Ihe confere o art. 15,
inciso |1, doAnexo | do Decreto n° 4.629, de 21 de marco de 2003, o art 4°, da Portaria Ministerialn® 516,
de 9 de dezembro de 1997, tendo em vista o disposto na Instru¢éo Normativa SDAN° 51, de 27 de junho
de 2003, e 0 que consta do Processo n° 21000.000039/2004-39,resolve:

Art. 1° Estabelecer os REQUISITOS DE QUALIDADE PARA O CREDENCIAMENTO E
MONITORAMENTODE LABORATORIOS PARA DIAGNOSTICO SOROLOGICO DO MORMO por
meio da técnica de Fixac&odo Complemento, com seus respectivos procedimentos e anexos.

Art. 2° O credenciamento a que se refere o0 art. 1° sera concedido a L aboratériosPublicos parainquéritos
sorologicos oficiais, transito e vigilancia em casos de focoe a L aboratérios Privados apenas para o transito
de animais. Além dessas aplicacoes,0 Departamento de Defesa Animal - DDA podera estabel ecer outras
que se fizeremnecessarias.

Art. 3° Esta Instrucdo Normativa entra em vigor na data de sua publicagéo.

RUI EDUARDO SALDANHA VARGAS

ANEXO

REQUISITOS DE QUALIDADE PARA CREDENCIAMENTO E MONITORAMENTO DE
LABORATORIOS PARA ODIAGNOSTICO SOROLOGICO DO MORMO

1. OBJETIVO: Estabelecer os requisitos de qualidade para que o laboratério sejacredenciado pela
Coordenacdo de Laboratorio Animal - CLA, do Departamento de DefesaAnimal - DDA.

2. APLICACAO: Aplicam-se aos |aboratorios publicos e privados, limitados asnecessidades do DDA no
gue se refere anumero e localizag&o geografica e que atendamaos requisitos estabel ecidos por esta
Instrugdo Normativa.

3. MATERIAL.:

3.1. Antigeno:

3.1.1. SO poderéo ser utilizados antigenos (Ag) e soros controles registrados noM APA ou importados
mediante a autorizagdo do MAPA, observado o prazo de validade.

3.2. Insumos de Referéncia:
- Complemento
- Hemolisina

- Heméciade Carneiro a 2%



- Antigeno de Mormo

- Soro Controle Positivo Alto

- Soro Controle Positivo Baixo

- Soro Controle Negativo

- Kit reagente e padréo cianometahemoglobina

O suprimento destes insumos esta a cargo de cada laboratorio credenciado.

3.3. Amostra a ser analisada: soro sanguineo de eqliideos.

4. RECEBIMENTO DAS AMOSTRAS:

4.1. As amostras deverdo estar devidamente identificadas e acondicionadas sobrefrigeracéo;

4.2. As amostras deverdo estar acompanhadas de formulério de requisicéo e resultadode exame conforme
modelo (Anexo Il1).

4.2.1. Os laboratérios credenciados publicos receberdo amostras acompanhadas tambémdos formul arios
indicados pelo DDA, para os casos de vigilancia epidemiol 6gi ca daenfermidade.

4.3. As amostras serdo registradas em livro proprio, diariamente, conforme model oestabelecido pela CLA
(Anexo V).

4.4. As amostras serdo obrigatoriamente divididas em duas aliguotas de volumesiguais, suficientes paraa
realizacdo dos exames de prova e contraprova.

4.5. A tarjeta de identificacdo da contraprova (Anexo V) serd preenchida e | acradajuntamente com as
amostras para contraprova; o lacre serd pléstico, numerado einviolavel.

5. CONSERVACAO E ESTOCAGEM:

5.1. A amostra a ser analisada devera ser conservada, no maximo 7 (sete) dias, sobrefrigeracéo e
congelada apos este periodo.

5.2. As amostras deverdo ser estocadas em congelador a - 20° C, por 30 (trinta) diaspara analise de
contraprova.

6. SEGURANCA BIOLOGICA

6.1. Recomenda-se a utilizagéo de equipamentos de protecdo individual (EPI) durantearealizacdo das
atividades |aboratoriais.

6.2. Por serem as amostras classificadas no grupo A de residuos sélidos (Resolucdodo Conselho Nacional
de Meio Ambiente n° 5, de 5 de agosto de 1993, publicada no DiérioOficial da Unido n° 166, de 31 de
agosto de 1993), as mesmas deverdo ser autoclavadas al20°C (cento e vinte graus Celsius) por 30 (trinta)
minutos com 1 (uma) libra de pressdoantes do descarte. Deverdo ser respeitadas as normas vigentes de
biosseguranca.

7. RESULTADOS E RELATORIO:

7.1. Os resultados dos exames deverdo ser emitidos em formul&rios proprios, segundoitem 4.2 da presente
Instrugdo Normativa (IN) e de acordo com o fluxograma determinado.



7.1.1. Resultado POSITIVO: Imediata e exclusivamente comunicado aoServigo/Se¢ao/Setor de Sanidade
Animal (SSA) da Delegacia Federal de Agricultura (DFA)da Unidade Federativa onde se encontra o
animal reagente, que devera comunicar,oficialmente, ao interessado. A DFA loca podera determinar que
a comunicagdo sgjafeita diretamente ao 6rgéo executor.

7.1.2. Resultado NEGATIVO: Sera comunicado ao médico veterinario que assinou opedido de exame
e/ou ao interessado.

7.2. Todo laboratorio credenciado devera encaminhar, até o quinto dia Util do méssubsequente, relatorio
das atividades mensais a0 SSA da DFA onde se localiza olaboratério e a CLA, conforme Anexo 1V,
independente de terem sido ou ndo realizadas asanalises.

7.3. Somente podera assinar o formulario de resultado do exame e o Relatério Mensalo responsavel
técnico ou seu substituto.

8. DO LABORATORIO:

8.1. O laboratorio deverd possuir instal agles, equipamentos, vidrarias, utensiliose solugdes adequadas
paraarealizacdo da prova de Fixacdo do Complemento.

8.2. Asinstalacbes deverdo obedecer a um fluxo operacional adequado aodesenvolvimento das atividades
propostas.

9. INSTALACOES:

9.1. Protocolo: Sala destinada ao recebimento das amostras, registro, expedicao dosresultados e arquivo
dos mesmos.

9.2. Salade exame: Neste local, as amostras serdo processadas, devendo estar providode bancada
impermeavel e resistente a desinfecgdo, fontes de el etricidade suficientese adequadas ao perfeito
funcionamento dos equipamentos e paredes com superficie lavavel.

9.3. Salade lavagem e esterilizacdo: Devera estar provida de fontes deel etricidade, tanques ou pias que
permitam alavagem e esterilizac8o do material utilizado na realizac&o da prova de diagnostico.

As paredes devem estar revestidas com superficie lavavel.
10. DO RESPONSAVEL TECNICO E SUBSTITUTO

10.1. O(s) responsavel(is) técnico(s)devera(8o) estar habilitado(s) para arealizacéo da prova pelo
protocol o estabelecidopela CLA nestaIN.

10.2. Para efeito de credenciamento e monitoramento do laboratério, o(s)responsavel (is) técnico(s)
seré(80) submetido(s) a auditorias técnicas comacompanhamento do ensaio no proprio laboratorio,
realizadas por auditores pertencentesa rede da CLA.

10.2.1. Como alternativa, seréo realizadas provas de habilitagdo nas unidades darede de laboratérios da
CLA/MAPA, com critérios e cronograma, por ela definidos.

11. REALIZACAO DOS EXAMES DE CONTRAPROVA
11.1. A redlizacdo de contraprova somente sera efetuada no laborat6rio realizadordo exame.

11.2. A solicitagdo devera ser feita (Anexo V1), pelo interessado, no prazo méximode 8 (oito) diasa
contar da data do recebimento do resultado.

11.3. A contraprova sera solicitada diretamente ao SSA/DFA da UF onde se encontra oanimal reagente. O



SSA daDFA comunicaré ao laboratério responsavel pelo exame,agendando data e horério darealizacéo
do exame da contraprova, podendo o técnicodeste servico assistir, fiscalizar e observar o resultado.

11.4. A auséncia do representante do SSA/DFA néo constitui 6bice para a realizacdodo mesmo, desde que
tenha sido observado o disposto no item anterior.

11.5. As amostras destinadas a contraprova deverdo ser mantidas por um periodominimo de 30 (trinta)
dias apds a emissdo do resultado para eventual solicitacéo doMAPA.

11.6. Cabe ao interessado ou ao médico veterinario requisitante do exame decontraprova apenas assistir e
observar aexatiddo do resultado do(s) exame(s).

11.7. O resultado da contraprova sera emitido em novo formulario de requisicdo eresultado de exame de
MORMO e encaminhado de acordo com o fluxograma estabelecido no item7.1.

11.7.1. Identificar como exame de contraprova, no campo observactes do formulério, onimero de lacre e
numero do registro do exame anterior.

11.8. A desisténcia do médico veterinario requisitante do exame ou seurepresentante, mediante declaragdo
escrita ou sua auséncia na realizacéo do exame decontraprova, implicara na prevaléncia do resultado
obtido no exame anterior.

12. DOCUMENTOS NECESSARIOS PARA CREDENCIAMENTO:

12.1. Solicitag&o de credenciamento emitida pelo representante legal da firma;

12.2. Formulario de Cadastro de Laboratério preenchido;

12.3. Curriculum vitae resumido do responsavel técnico e/ou do substituto(atividades rel acionadas ao
credenciamento);

12.4. Declaracdo do CRMV dajurisdicdo de que esta inscrito regularmente, esta emdia com suas
obrigacdes e ndo responde a processo €tico, do responsavel técnico e/oudo substituto;

12.5. Copiada carteira de registro profissional no CRMV do responsével técnico e/oudo substituto.

12.6. Documentos relativos a habilitagdo dos responsaveis técnicos (titular esubstituto): certificado de
habilitaco expedido pelo MAPA e relatorio da auditoriarealizada pela CLA.

12.7. Cadastro Nacional de Pessoa Juridica, atualizado;

12.8. Planta baixa ou croqui do laboratério com alocalizacdo dos equipamentosnecessarios ao
credenciamento;

12.9. Cépiadalicenca de funcionamento, atualizada, expedida pela AutoridadeSanitéria competente local,
explicitando as atividades para as quais o laboratorio estahabilitado.

12.10. Autorizagao de funcionamento, emitida por autoridade maior, no caso del nstituicdo de ensino e/ou
pesquisa;

12.11. Manuais da Qualidade e Manuais de Procedimentos Técnicos,

12.12. Declaracéo do responsavel técnico e substituto(s), formalizando terconhecimento da legislacéo em
vigor, para o credenciamento e monitoramento delaboratorios para o diagnostico do Mormo;

12.13. Relagdo dos funcionérios envolvidos nas andlises objeto do credenciamento,vinculo e carga
horéaria.



Obs:

1) No caso de responsavel técnico e/ou substituto em laboratério de terceiros, osdocumentos de
solicitacdo deverdo ser expedidos pelo proprietéario, dirigente e/louresponsavel técnico.

2) No caso em gue a prova de habilitacdo for realizada no momento da vistoria, toda adocumentagao
acima solicitada devera ser entregue ao auditor responsavel pelavistoria, que a encaminhara a unidade
responsavel pelo credenciamento.

| - PROCEDIMENTOS

1. INTRODUCAO

Fixacdo do Complemento consiste em um método de diagndstico sorol dgico deeleicdo para 0 mormo, por
se tratar de um teste com alta sensibilidade e especificidade,segundo a OIE.

Esta técnica detecta quase que exclusivamente anticorpos |gG1, que sdo especificosdainfeccdo. Um
anti-soro teste é titulado em diluicdo seriada e uma quantidade fixade antigeno € adicionada a cada poco.
Se 0 anticorpo estiver presente no anti-soro,formam-se complexos imunes. O complemento € entdo
adicionado a solugéo.

Nesta etapa, antigeno, soro teste e complemento estéo reagindo juntos.

Se 0s complexos estiverem presentes, 0 complemento é ativado, sendo fixado econsumido. Na etapa final
dareacdo, as células indicadoras (eritrécitos), juntamentecom uma quanti dade subagl utinante de anticorpo
(anticorpo antieritrocito) sdoadicionados a mistura.

Se houver qualquer complemento remanescente, estas células serdo lisadas; se ocomplemento tiver sido
consumido na etapa dois pel os complexos imunes, as células ndoserdo lisadas devido a quantidade
insuficiente de complemento presente na solucéo. Aquantidade de complemento utilizada é apenas
suficiente para lisar as célulasindicadoras se absol utamente nada do complemento for consumido.

Os controles adequados sdo de fundamental importancia neste método porgue al gumaspreparacdes de
anticorpos consomem complemento sem adi¢do de antigeno, por exemplo,soros que ja contém complexos
imunes. Alguns antigenos também podem apresentaratividade anticomplementar. Portanto, os controles
devem incluir somente anticorpo esomente antigeno para verificar que nenhum destes esteja, por si SO,
fixandocomplemento. O resultado do teste de Fixagéo do Complemento € baseado no percentual
dehemoalise dos eritrocitos sensibilizados.

2. EQUIPAMENTOS

Agitador de microplacas

Autoclave

Balanca

Banho-maria: 58 °C

Banho-maria: 62 °C

Banho-maria: 37 °C

Centrifuga (900 x g) paratubos de 15 mL

Centrifuga (900 x g) paratubos de 50 mL



Centrifuga Refrigerada (900 x g)*
Destilador

Espectrofotdmetro digital (alcance 540 nm)
Espelho leitor *

Estufa bacteriol6gica: 37 °C

Freezer: -70°C *

Refrigerador

Potenciometro

Rel6gio marcador de tempo - até 60 minutos
Vortex

(*) equipamentos opcionais

3. VIDRARIA E UTENSILIOS

Cuba para banho de gelo, com aproximadamente 44x30x08cm
Cubetas para reagentes

Estante para tubos de ensaio

Gaze

Microplacaem fundo ¢U¢, com 96 pogos
Papel de filtro retangular

Papel contato ou aluminio

Papel milimetrado di-Log

Pipeta monocanal de 100 a 1000 pl

Pipeta multicanal de 10 a 200 pl

Pipetas de vidro de 1 mL

Pipetas de vidro de 10 mL

Pipetas de vidro de 2 mL (escala 1:10)
Pipetas de vidro de 2 mL (escala 1:100)
Pipetas de vidro de 5 mL

Pipetador automatico ou péra

Ponteiras para pipetas automaticas, descartaveis.



Provetas de 100 mL

Tubos cénicos milimetrado de 15 mL (para centrifuga)

Tubos conicos de 50 mL (para centrifuga)

Tubos de ensaio 13 x 150 mm

Tubos de ensaio 18 x 180 mm

Tubos de ensaio 10 x 70 mm

Tubos de ensaio 10 x 50 mm

Bal&o fundo chato 250 e 1000 mL

Erlenmeyer 50 mL, 250 mL e 1000 mL

4. SOLUCOES

Solucéo Concentrada de Trietanolamina ou Veronal

Solucé&o de Trabalho de Trietanolamina ou Veronal

Agua Destilada

|| - RECEPCAO E PREPARO DE AMOSTRAS

O teste de Fixacédo de Complemento detecta anticorpos apenas no soro. Plasma ndo éaceitével para este
teste. O soro deve ser de boa qualidade e livre de contaminagaobacteriana e excesso de hemdlise. As
amostras devem estar devidamente identificadas nostubos com o0 nome ou nimero do animal. Estas
amostras devem ser remetidas, refrigeradas oucongeladas, quando centrifugadas, e acondicionadas em

caixa de isopor com gelo.

As amostras testes e 0 soro controle (positivo alto, baixo e negativo) serdo diluidosna proporcéo de 1:5
em solucdo de trabalho (125 pl soro + 500ul).

Amostras de equinos e os controles devem ser inativados em banho-mariaa 58 °C por 35minutos.
Amostras de muares, asininos e éguas prenhes serdo inativados a 62,5 °C por 35minutos. Remover as
amostras apos o periodo de inativacdo, deixar em temperaturaambiente, se for imediatamente testados ou
guardar em temperatura de 4 °C, por umperiodo maximo de 24 horas.

Preparacdo e Lavagem das Células Sangliineas Vermelhas (RBCs)

Determinar o volume de heméacia requerido para a suspenséo de 2%:

Para preparacéo do padréo de cor, sdo necessarios 12,0 mL de RBCs 2%

Determinar se atitulagdo de hemolisina € necesséria. Se for, aumentar o volumerequerido para 36,0 mL
de RBCs 2%;

Para atitulacdo do complemento, aumentar o volume para 12,0 mL;

Para o teste diagndstico, adicionar 2,0 mL paratitulagcdo do soro e 1,2 mL para cadasoro no teste de
screening;



Calcular o volume total de RBCs 2%, requerido de acordo com a etapa seguinte:
1 - Desprezar o sobrenadante (Alserver). Lavar a hemacia com diluente 3 (trés) vezes.

2 - Filtrar o sangue preservado em gaze estéril dentro de um tubo de centrifuga de 50mL, adicionar
solucgéo de trabalho e centrifugar a 900 x g por 10 minutos.

3 - Remover o sobrenadante por succdo. Adicionar solucéo trabalho ao tubo, mixargentilmente por
inversdo, ressuspendendo a hemacia e recentrifugar a 900 x g por 10minutos.

4 - Cuidadosamente, remover o sobrenadante e leucdcitos por sucgéo. Adicionarsolugéo de trabalho para
ressuspender a hemécia e transferir para um tubo decentrifuga volumétrico de 15 mL.

Mixar gentilmente e recentrifugar como no passo anterior.

5 - Inspecionar a coloracéo do sobrenadante. Se colorido, descartar a hemacia erepetir o procedimento
inicial com nova hemécia.

6 - Cuidadosamente remover 0 sobrenadante por sucgdo sem destruir as células.Observar o volume final
de hemécia.

7 - Calcular a quantidade de diluente para ressuspensdo da hemacia.

Para cada 1 mL de hemacia compactada, adicionar 34 mL de diluente.

8 - Padronizagdo da Hemacia a 2%:

Ligar o espectrofotdbmetro anteci padamente, conforme instrugdes do fabricante. Cuidadosamente, pipetar
1,0 mL da suspenséo de hemécia dentro de um frasco volumétricocontendo 25 mL de solucéo de Drabkin.
Mixar bem invertendo 10 vezes paralisar ascélulas. Calibrar o aparelho com o padréo de

cianometahemogl obina, com comprimento deonda de 540 nm. Calcular o volume final da suspenséo de
célula usando a seguinteformula:

Diluir a suspensdo com o diluente na quantidade encontrada.
Reagente e Padréo de Cianometahemoglobina
a) Solucdo de Drabkin (DS):

Preparar uma diluicéo 1:100 da solucéo estoque de Drabkin em agua destilada. Estasolucéo é estavel por
no minimo 6 (seis) meses em frasco escuro. Descartar seapresentar turvacdo ou precipitados.

b) Padr&o de Hemoglobina (HS):

Preparar uma solucédo de HS, colocando 0,1 mL do HS em 12,5 mL da solucéo deDrabkin. Mixar bem.
¢) Preparacéo do Padréo de CMH:

Rotular 5 tubos (12x100 mm) para as concentragdes padrdes de 80, 60, 40, 20, e Omg%.

Adicionar DS e HS nos tubos de acordo com o seguinte:

Concentracdo CMH (mg%o)

80 60 40 20 0




HS(mL) 4,0 3,0 2,0 1,0 0,0

DS (mL) 0,0 1,0 2,0 3,0 4,0

Zerar 0 espectrofotdbmetro com o tubo 0,0 mg% CMH.

Fazer 3 Trés leituras da densidade Optica de cada tubo. Zerar o aparelho para cadatempo e calcular a
meédia das leituras.

d) CaculodaDO alvo:

Cada DO alvo da suspensdo de célula de carneiro € o padréo

CMH % dividido pelo fator de instrumento. O padrdo CMH mg% € um valor médio para umpool de
hemacias de carneiro.

Suspensdo de célula de carneiro (%) Padréo CMH mg%

2,0 25,03
2,8 35,04
3,0 37,54

Exemplo: DO alvo para suspenséo a 2%:

Padréo de Cor 1 - Preparacéo da Solugéo de Hemoglobina (HQ):
Adicionar 18,0 mL de &gua destilada em erlenmeyer

Adicionar 6,0 mL da suspensdo de hemécia a 2%.

Mixar em vortex até toda célulalisar.

Adicionar 6,0 mL da solugdo mée.

Mixar a solucéo de hemoglobina e aguardar uso.

2 - Preparacdo de Solucdo de Hemacia a 0,4%:

Adicionar 24,0 mL da soluc&o de trabalho em erlenmeyer.
Adicionar 6,0 mL da suspensdo de heméacia a 2% para fazer uma suspenséo de 0,4% dehemacia.
Mixar gentilmente por inversao.

3 - Padréo de Cor:

Rotular 13 tubos soroldgicos (10 x 50) com as porcentagens de hemdlise como mostradona tabela 1.
Rotule o padréo 0% com os dados e hora da preparacéo.

Tabdal:




0% 10% [20% |[25% |30% |40% [50% [60% [70% |[75% |[80% [90% |100%

Hg O 04 108 (10 12 (16 |20 (24 28 |30 |32 (36 |40

Cel40 |36 (32 |30 28 124 |20 (16 |12 10 1|08 |04 |O

Mixar os tubos em vortex e centrifugar 900 x g durante 10 minutos e fazer leitura daD.O. Estocar em
temperatura 4 °C até momento do uso.

|.V. Preparacdo das Células Sangliineas Sensibilizadas (RBCs)
Adicionar 12,0 mL da heméacia a 2% em um frasco de 50 mL.

Preparar uma diluicéo de hemolisinaa partir da hemolisina estoque 1:10
Adicionar 12,0 mL da solucéo da diluicéo acima a solucéo da hemécia.
Mixar rapidamente.

Incubar por 10 minutos em banho-mariaa 37 °C.

Titulagdo do Complemento (C')

Para todo trabalho com o complemento, é necessario banho de gelo.
Adicionar 9,0 mL da solugéo de trabalho em tubo 13 x 150 mm.

Tomar uma aliquota do C' do freezer -70 °C ou -20 °C.

Retirar 1,0 mL do C' e adicionar na solucéo de trabalho e mixar gentilmente, obtendoa dilui¢go 1:10 de
complemento. Deixar a solugéo estabilizar por 20 minutos.

Preparar as diluicdes do C' de 1:500, 1:600 e 1:700. As dilui¢bes indicadas aquisdo apenas exemplos e
podem variar de acordo com atitulagdo do lote do complemento.Adicionar solucdo de trabalho e C' de
acordo com atabela 2.

Tabela 2:

TITULO C1/10 DILUENTE
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

Mixar gentilmente por inversao.

Estabilizar o C' diluido por 20 (vinte) minutos.

Rotular trés séries de tubos 10 x 50 mm; uma série para cada diluicdo do C'.
Adicionar solugéo de trabalho nos tubos na quantidade indicada na tabela 3.

Adicionar o C' diluido nos tubos na quantidade indicada na tabela 3.



Adicionar 1,6 mL das células sensibilizadas em cada tubo.
Mixar os tubos no vortex e colocar em banho-mariaa 37 °C por 15 minutos.
Remover os tubos e mixar em vortex.

Recolocar os tubos no banho-maria a 37 °C por mais 15 minutos.

Tabela 3.

REAGENTE TUBO 1 TUBO 2 TUBO 3 TUBO 4
DILUENTE 1,0 0,6 0,2 0,0
COMPLEMENTO 1,0 1,4 1,8 2,2
SISTEMA HEMOLITICO 1,4 1,4 1,4 1,4

Remover os tubos do banho-maria e centrifugar 900 x g por 10 minutos.

Ler adensidade optica dos tubos com comprimento de onda de 540 nm.

Comparar cada tubo das séries com o padr&o de cor.

Determinar o percentual de hemdlise para cada tubo.

Construir o Gréfico Logaritmico:

1 - Para cada série de 4 tubos datitulagdo, plotar num papel logaritmico volume deC' em mL (eixo Y)
versus o percentual de hemalise correspondente (eixo X). Os tubos 1, 2, 3 e 4 correspondem aos nimeros
logaritmicos 3, 4, 5e6 do eixo Y. Além disso, osnimeros logaritmicosdoeixo Y, 3,4,5e6
correspondem a 0,3, 0,4, 0,5e 0,6 mL do C'(Figural).

2 - Um gréfico é valido quando 2 pontos estdo a esquerda e 2 pontos estéo adireitadalinha vertical ¢50¢,
Um grafico também é vaido se um pontomédio passa sobre alinha ¢50¢, Se todos gréficos séo invalidos,
repetir atitulagdo do C' com diferentes diluicdes de C'.

3 - No gréfico valido, plotar os pontos dos tubos 1 e 2 e marcar o ponto médio.Repetir com os pontos 3 e
4 - Passar uma reta entre os pontos medios.

4 - Determinar ainclinagdo dalinha

Em qualquer ponto dareta, medir umareta de 10 cm paraadireita;

Medir a distancia vertical em mm do final dareta horizontal com a reta inclinada dospontos médios.
Para obter ainclinagdo, medir os dois pontos médios e marcar o centro. Deste ponto,tracar umareta até o
eixoy . Seainclinagdo for 0,44 + 20%, continue como descritoabaixo. Se ainclinagdo ndo estiver dentro
deste parémetro, repetir atitulacdo doC' com novo lote de hemécia preservada.

Determinando a dilui¢do do C' requerido para o teste diagnostico:

Do ponto médio dos pontos médios, tracar uma reta horizontal parao eixo Y;

Ler o volume em mL para o gréfico. Este volume contém uma unidade de 50% de hemdlisede C' (C'H50);

Determinar o volume contendo 5,0 C'H50, multiplicando o volume contendo uma unidade deC'H50 por 5
(5,0 C'H50 em 0,2 mL ¢é a quantidade requerida para o teste diagndstico);



Do gréfico valido, calcular adiluicdo de C' necessaria para obter 5,0 CH50 em2,0 mL pela seguinte
equagao:

Exemplo: O volume de C' natitulagdo nadilui¢do 1:500 é 2,15 mL (5,0 x 0,43 mL).A quantidade de C' no
teste € 0,2 (0,025 mL/poco x 8 pogos). A diluicdo de C' para oteste é cal culado como segue:

Execucéo do Teste 1- Preparacédo do C' diluido Determinar o volume de C' diluidorequerido para o teste,
multiplicando o nimero de pogos ho teste por 0,025 mL.

Calcular 0 volume de solucéo de trabalho e do C' 1:10 contendo 5,0 C'H50 , comodeterminado na
titulacéo do C..

Adicionar o volume calculado de solugdo em um frasco pequeno ou tubo de ensaio,dependendo da
guantidade.

Adicionar o volume de C' 1:10 dentro do frasco com solucéo trabalho e mixargentilmente.
Manter esta diluicéo em temperatura de 4 °C. Deixar estabilizar por 20 minutos.
2 - Rotulagem das Microplacas

Placa para Titulac&o de Soro:

A 15 1 (2 (3 |4 |5 |6 |7 |CH CL CN 0% 1
B 1:10 25% 2
C 120 50% 3
D 1:40 75% 4
E 1:80 100% 5
F 1:160 6
G 1:320 7
AC 9 8

3 - Preparacéo do Antigeno:

Determinar o volume de antigeno requerido multiplicando o nimero de pogos querecebem antigeno por
0,025 mL. Diluir o antigeno na diluicdo 1:125.

Preparar o volume requerido em solucdo trabalho e mixar.

Estocar a solucéo de antigeno a 4 °C até o momento do uso.

4 - Adicdo dos Reagentes e Amostras nas Placas:

4.1. Titulacdo do Soro:

Adicionar 25 pl da solugéo de trabalho nos pogos de titulagéo 1:10 a 1:320 e nalinhade AC.

Adicionar 25 pl do soro teste nos pogos de diluicéo 1.5, 1:10 e AC.



Adicionar 25pl dos soros controles (positivo alto e baixo e negativo) nos pogos dediluicdo 1:5, 1:10 e AC
nas respectivas colunas, conforme figural.

Com um microdiluidor de 25 pl, mixar os soros controles e soros testes nos pocos detitulacéo 1:10 por
quatro segundos. Transferir e mixar soro nas sucessivas dilui¢cdespara cada pogo. Na Ultima diluicéo
(1:320), desprezar 25 pl.

Adicionar 25 pl do antigeno diluido nos pocos da diluicdo 1:5 a 1. 320.

Adicionar 25 pl do C' diluido nos pocos da diluicdo 1:5a 1:320 elinha AC.

Controle dos Reagentes (ver tabela 4).

Mixar as placas por 1 minuto. Cobrir as placas para minimizar a evaporacao e incubarem estufa a 37C
por 1 (uma) hora.

4.2. Adicdo de Células Sensibilizadas e Nao-Sensibilizadas Determine o volume decélulas sensibilizadas
necessario para o teste multiplicando o total de pogos no testepor 0,05 mL.

Remover a Hemacia a 2% estocada em 4 °C e agitar gentilmente até ressuspensao.

Adicionar, em um frasco, volume de heméciaigual ao volume de solucédo de trabalhocom hemolisina
diluida

Incubar em banho-mariaa 37 °C por 10 minutos.
Remover o sistema hemolitico do banho-maria.

Adicionar 50 pl das células sensibilizadas nos pogos das dilui¢des de 1:5 a 1:320e AC das placas de
titulagdo e colunas M e CC do teste screening.

Adicionar 25 pl da hemécia a 2% nos pogos 7, 8 e 9 do controle dos reagentes.

4.3. Adicao de Outros Reagentes e | ncubacéo:

Adicionar 125 pl de cada padr&o de cor, individualmente, nos pocos rotulados de 0 a4+.

Cobrir as placas e mixar por 1 minuto.

Incubar as placas em estufaa 37 °C por 20 minutos.

Remover as placas e mixar para ressuspender as células ndo lisadas. Incubar novamentepor 25 minutos.
Centrifugar as placas por 5 minutos a 300 x g ou deixar por pelo menos duas horas emgeladeira.

Tabela 4 - Controle dos Reagentes

POCO | DIL | Ag | C | SH | H2% Resultados
1 25 25 25 50 0

2 50 25 50 4+

3 50 25 50 0

4 50 25:1/2 50 Tragos a3+
5 25 25 25:1/2 50 Tragos a3+
6 75 50 4+

7 100 25 4+




8 75 25 25 4+
9 75 25 25 4+

1 - Controle anticomplementar do antigeno

2 - Se houver hemdlise, as heméacias estdo com problema

3- C'livre, hemdlise total

4 - Verificar aforcado C', 1+ é 0 ideal

5 - Controle anticomplementar do antigeno, se houver muito C'.
6 - Controle de hemolisina

7 - Controle das células

8 - Controle das células

9 - Células na presenca do antigeno

Interpretacéo dos Resultados

Ler os resultados dos controles dos reagentes comparando o percentual de hemalise como padréo de cor.
Interpretar os resultados baseados na tabela 5.

Compare os controles dos reagentes para determinar se estéo dentro dos padrdesestabel ecidos na tabela 4.
Caso contrério, repitatodo o procedimento.

Fazer aleitura do percentual de hemdlise de cada poco testado. Este percentual ébaseado no tamanho, cor
do sobrenadante e espessura do bot&o, em respectiva ordem deimportancia.

As células sensibilizadas devem estar completamente hemolisadas no controle AC. Casocontrario, 0 Soro
€ tido como anticomplementar, devendo-se solicitar nova amostra.

O titulo registrado é a diluicdo seguinte da Ultima da fixac&o do complemento.
Se restarem poucas células no poco, o0 soro é tido como inconclusivo. Solicitar novaamostra.

Tabela 5: Equivaléncia da leitura do percentual de hemdlise e valores numéricos

Percentual de Hemdlise Interpretacdo Diagndstico
0 4+ Positivo

25 3+ Positivo

50 2+ Positivo

75 1+ Positivo
100 Negativo Negativo

Restando poucas células a amostra seréa considerada inconclusiva.
OBS: O preenchimento do laudo devera ser conclusivo contendo as seguintesinformagdes:
. NEGATIVO

. POSITIVO: Indicar o titulo encontrado.



. INCONCLUSIVO: Requer nova coleta.

. ANTICOMPLEMENTAR: Requer nova coleta.
ANEXO|

Titulagdo daHemolisina:

Lavar as hemacias: Calcular o volume que sera necessario de hemacia 2%. Fazer 3(trés) lavagens a 900 x
g por 10 minutos.

DaHemolisina (HL) pura, fazer adiluicéo 1/10 em solucéo salina 0,85%.
DaHL 1/10fazer HL /100 =1 mL HL 1/10 + 9,0 mL diluente.
Diluir HL 1:1000 = 18 mL dil. +2,0 1:100.

Rotular tubos 15x180 ou 18x180 de 1:1500, 2000, 2500, 3000, 4000, 8000 e 16000. Diluira hemolisina
conforme o quadro 1.

Quadro 1: Dilui¢cdes daHemolisina

DIL. FINAL HL DIL (mL) HL 1:1000 mL
1:1500 1,0 2,0
1:2000 2,0 2,0
1:2500 3,0 2,0
1:3000 2,0 1,0
1:4000 3,0 1,0
1:8000 7,0 1,0
1:16000 15,0 1,0

Sistema Hemolitico:

Em tubos 12x100 mm ou 13x100 mm, rotular de 1:1000 até 1:16000 e colocar em cada tubo2,0 mL de
H2% e 2,0 mL dadiluicéo de HL do quadro acima.

Agitar cadatubo em vortex e colocar em banho-mariaa 37 °C por 10 minutos.
Preparar o Complemento (C') 1:200, 1:250 e 1:300:

Rotular 3 séries de tubos para leitura em espectrofotdmetro das diluicbes do C'

0,8 mL dil

1/1000 - /1500 - 1/2000 até 1/16000 - C' 1/200 0,4 mL C'1/200

0,8mL SH

0,8 mL dil

1/1000 - /1500 - 1/2000 até 1/16000 - C' 1/250 0,4 mL C'1/250

0,8 mL SH

0,8 mL dil




1/1000 - 1/1500 - 1/2000 até 1/16000 - C' 0,4 mL C'1/300

1/300

0,8 mL SH

Misturar para agitacéo e levar a banho-maria 37 °C por 30 minutos (agitar com 15minutos).
Preparacéo do Padré&o de Cor:
Preparar padréo de cor (PC) igual a prova de mormo. Registrar o valor das D.O.

Centrifugar todos os tubos 900 x g por 10 minutos. Fazer |eitura em espectrofotdmetroe registrar os
valoresinclusive do PC.

Fazer o gréfico:

Em papel milimetrado, tomar uma reta na horizontal de 20 cm (ou 30 cm) e, deste, marcara dilui¢éo
1:1000. Para calcular as demais fragdes, dividir 20000 por cada diluicéo.

Ex.:

A partir do ponto O (zero), marcar 13,3 cm. Calcular até diluicdo 1:16000.

Nareta vertical, marcar os percentuais de hemdlise de 10 a 100%, com espaco de doisem dois quadrantes
(2,0em 2,0 cm).

Marcacdo dos Pontos: Fazer aleituradas D.O das trés dilui¢des do C' para todosos valores 1/1000 até

1/16000. Associar o valor da D.O ao percentual de hemdlise do PC.Marcar os pontos e fazer o grafico. O
ponto 6timo sera aquele que mostrar umaestabilidade (Figura 2).

Referéncias Bibliogréficas
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ANEXO I

SOLUCOES E REAGENTES

Tampéo de Trietanolamina (TEA) - Solucdo mée

Colocar em um frasco com graduag&o para um litro:

28 mL de trietanolamina (Merck 108379)

180 mL de &cido Cloridrico 1N (Merck PA 15893)

75 g Cloreto de sodio (Merck 6404)



1 g Cloreto de magnésio hidratado (Merck 5833)

0,2 g Cloreto de calcio (Merck 2382)

Colocar o volume com agua destilada para (um) litro

Solucgdo Diluida de Trietanolamina - Solucdo de trabalho

Adicionar em um frasco graduado para um litro:

100 mL da solucéo méae

0,5 g de gelatina em agua fervente (Merck 4070)

Medir o pH que deve estar entre 7,3 e 7,4. O pH pode corrigir com &cido citrico.

Dissolver o Cloreto de Sodio em aproximadamente 600 mL de agua destilada em um BaldoV olumétrico
de 1L. Acrescentar os demais reagentes na ordem relacionada. A Trietanolaminaé um liquido muito
Viscoso e deve medir-se cuidadosamente, por exemplo:

transferindo para um cilindro graduado com um Bast&o de Vidro ou uma Pipeta, de modoque a
Trietanolamina ndo toque as paredes do cilindro, até o volume de 28 mL ; tambémpode-se pesar a
Trietanolamina em recipiente de precipitados (28 mL equivalem a 31,45 g).Como a densidade dos
diferentes lotes pode variar ligeiramente, deve-se regjustar 0 pesorequerido. Qualquer que sgja 0 método
adotado, o recipiente no qual se mediu aTrietanolamina deve enxaguarse perfeitamente com a solugdo do
Bal&o Volumétrico parater-se a seguranca de que toda a Trietanolamina se incorporou ao diluente. As
solugdesmée de Cloreto de Magnésio e Cloreto de Calcio, preparamse segundo a explicacdo dadapara o 1°
diluente citado, mas com um grau de concentracdo 10 vezes maior, quer dizer:10g de MgCI26H20
resultam em 11,8 mL de solugdo mée 4,16 mol/L e 10 g de Ca-Cl22H20resultam em 54,4 mL de solucéo
méae 1,25 mol/L.

O pH da solucéo diluida estara entre 7,3 - 7,4 a 20 °C; cada novo lote de diluentena concentracéo de razéo
10 devera ser aferido antes de seu uso.

Tampéao Veronal (Solugdo mée)
Adicionar 100 mL de &gua destilada em erlenmeyer de 250 mL.
Adicionar 20,3g de Mg.CI26H20.
Adicionar 4,4g de CaCl22H20.
Misturar gentilmente.

Estocar em refrigeracéo.

Alsever

Glicose - 18,6649

Cloreto de Sodio - 4,189

Citrato de Sodio - 8,0g

Acido Citrico - 0,55g

Agua destilada g.s.p - 1000 mL



A solucdo deve ser esterilizada em autoclave, apos ser filtrada em filtro de Seitz.O sangue de carneiro
pode ser conservado assepticamente em refrigerador em frascos comtampa de rosca. N&o deve ser
utilizado antes de 5 dias, pelo menos, apos a sangria, epode ser utilizado até 6 (seis) semanas apos, desde
gue ndo esteja contaminado.

Heméacias de Carneiro

Deve ser escolhido um ou mais carneiros que produzam hemacias em um grau desensibilidade satisfatorio
e constante, sangrando

Se sempre 0s mesmos carneiros. O sangue devera ser colhido assepticamente em umrecipiente que
contenha um volume de Solugdo de Alsever na mesma quantidade que o volumede sangue.

Deve-se agitar cuidadosamente. Aliquotar, em tubos de ensaio 18x180 e refrigerar. Usarap0s 5 dias.
Hemolisina (Amboceptor)

Trata-se de um soro que contém um alto titulo de anticorpos contra as hemécias decarneiro. Quando se
combina este anticorpo com hemécias em suspensdo, diz-se que estasestdo sensibilizadas, isto €, em
presenca de complemento livre sofrem lise.

A Hemolisina deve ser preparada somente em coelhos. A maioria dos trabal hos detécnicas sorol gicas
(i.e. Campbell e cols., 1963 ou Cruickshank, 1965) apresentamdetal hes sobre 0 método de preparacéo da
Hemolisina. A Hemolisina encontrada nocomércio, geralmente na forma liquida, é conservadaem um
volume igual de glicerina.

Complemento

Sangrar pelo menos 4 cobaias, separar 0 mais breve possivel o soro do coagulo emisturar para preparar o
Complemento. Os cobaias adultos e bem nutridos com verdurasfrescas produzem um complemento de
boa qualidade. Os animais deveréo estar em jejum de 12horas. Ndo se utilizardo fémeas prenhas nem
recém-paridas. O Complemento devepermanecer congelado a -40°C ou temperaturas mais baixas, desde
gue com meios adequados.O armazenamento em nitrogénio liquido € um procedimento eficaz e prético.
OComplemento pode ser adquirido liofilizado e/ou desidratado; ainda que neste caso deva serarmazenado
em refrigerador ou congelador.

ANEXO [l11



ANEXO III

“Timbre do Laboratério”Credenciado por meio da Portaria n®/200.

REQUISICAO E RESULTADO
e DO EXAME PARA DIAGNOSTICO DE MORMO
*roprietdno Fropniedade
=nderego da propnedode fenderego para contato; " de cadostro estaciual Telefone
Nome [ Espécie: Egiiina Asinina Muar
Ragn Idade: Sexo/Gestacio:
% de registro/marca _
CLASSIFICACAO
Utilidade JC SH CR H FC

oeal onde s encontm

PFELAGEM

\/

N
Evquerda Dweta @ Esquarto Diruits

T Pescoga wila Eschkiha
Marskros anlenmes inserio Mamhras postanpers
wela poeeria visla postanior

Descricio dos sinais

Ubservagoes:

REQUISITANTE OFICIAL | |LABORATORIO:



O animal for inspecionado por mim, nesta data: Data do exame:
Resultado:

Local e data: Validade:

__Assinatura e carimbo do Médico Velterindrio Assinatura ¢ canimbo do Responsavel Técni
JC- SH-Socicdade Hipica | CR-Cancha Reia H- FC-Fazenda de Criagio | UM-Unidade Mi
Jockey Haras

Cluhb
‘OBS.: XEROX DESTE DOCUMENTO NAO SERA VALIDO

LEGENDA
R- Remoinho b Cicatriz
Br- Branco AND- drea nio despigment
Rj- Rajado LADRE- Mancha de Colorz
( Labio Superior)
Pbs- Pelos brancos BETA- Mancha de Coloragi
(Labio inferior)
' MB- Mancha Branca WU Espiga
Instrucdes:

1. Do campo observagOes, devera constar informagdes referente a: historico doanimal, eventuais
sintomas, contatos, deslocamentos.

2. Resenha
- Procure fazer aresenha o mais fielmente possivel.
- Utilizar caneta azul ou preta.

- Indique o remoinho sempre com um simples ¢x¢, ho local, puxando um tragoque devera - terminar com
um ¢R¢.

- Indique a espiga com um trago ondulado.
- Indique somente os contorno das marchas, estrelas ou calcados dos animais.
- Nunca pinte ou preencha os contornos fazendo um sombreado mais escuro nas areas demancha.

- Doistragos paralelos sobre um membro indicam que este membro ndo tem manchabranca, isto €, ndo

calcado.
- Cicatrizes devem ser desenhadas.

- Casco: de cor preta - ndo escrever, nem indicar nada



- de cor branca - indicar com aletraBr

- rgjados - indicar com aletra Rj

- Mancha Branca deve ser indicada por MB.

- LADRE é a mancha de colorag&o résea, presente no labio superior, entre asnarinas. Deve ser indicada,
escrevendo-se a palavra LADRE por extenso.

- BETA é amancha de coloragéo rosea presente no labio inferior.

- Quando houver AREA NAO DESPIGMENTADA (érea da cor da pele do animal na parteinterna do
LADRE ou BETA), deve ser indicada por AND.

- Para animais pampas, indique apenas o contorno das manchas escrevendo nas &reas ainicial da cor
existente (branco, B - castanho, C - ou dlazéo A).

ANEXO

v

LIVRO DE REGISTROS

N° de
Registro

Data
de
entrada

Referéncia

Remetente

Municipio/UF

Proprietario

Propriedade

Nome
oun°
do
Anima

Espécie

|dade
/sexolgeste

ANEXOV



ANEXO V

TARJETA DE IDENTIFICACAO DE CONTRAP]

TARJETA DE IDENTIFICACAO DE CONTRAPROVA
LACRE N° OBSERVACOES:
AMOSTRA N°
DATA
REPRESENTANTE DO LAE
PORTADOR
ANEXO VI

ANEXO VII



ANEXO VII
SOLICITACAO DE CONTRAPROVA

Ao: SSA/DFA/

Laboratorio:

Endereco:

Eu, portador da CIL n®

emitida pelo JUF em / /

venho solicitar a realizacdo de exame de contraprova para diagnostico de MORMO
amostra com registro n® e n° de exame
JUSTIFICATIVA:

Assinatura do interessado:

Local Data: /. il

Ciéncia do RT pelo laboratério credenciado

D.0.U., 05/02/2004



