SECRETARIA NACIONAL DE DEFESA AGROPECUARIA
PORTARIA N? 84 DE 19 DE OUTUBRO DE 1992

O SECRETARIO NACIONAL DE DEFESA AGROPECUARIA, no uso da atribuigdo que lhe confere o
art. 78, inciso VII do Regimento Interno da Secretaria Nacional de Defesa Agropecuaria, aprovado pela
Portaria Ministerial n® 212 de 21 de agosto de 1992 , resolve:

Art. 1° Aprovar as “Normas de Credenciamento e Monitoramento de Laboratorios de
Anemia Infecciosa Eqiiina” em anexo.

Art. 2° Esta Portaria entra em vigor na data de sua publicagdo, revogando-se as
disposi¢des em contrario.

JOSE PEDRO GONZALES



NORMAS PARA CREDENCIAMENTO E MONITORAMENTO
DE LABORATORIOS DE DIAGNOSTICO DE ANEMIA INFECCIOSA EQUINA

ANEXO

Para efeito de credenciamento e monitoramento de laboratorio de diagnostico de Anemia

Infecciosa Eqiiina , serdo obedecidas as determinagdes constantes das Portarias n® 53 da Secretaria
Nacional de Defesa Agropecuaria (SNAD) de 20 de maio de 1991 e n® 1 da Divisdo de Laboratério
Animal (DLA) de 14 de agosto de 1991.

1. MATERIAL:

1.1.  Antigeno e soro padrao:

1.1.1. So6 poderdao ser utilizados antigenos (Ag) e o soro controle positivo (SCP) registrados na
Coordenacao Geral de Saude Animal (CGSA) , observado o prazo de validade.

1.1.2. O Ag e o SCP devem ser , dependendo da demanda dos testes , divididos em fracdes menores ,
identificadas e estocadas a —20°C.

1.2.  Amostra a ser testada : Soro sangiliineo

2. RECEBIMENTO DAS AMOSTRAS:

2.1.
2.2.
2.3.
24.

2.5.

2.6.

2.7.

2.8.

As amostras deverao estar devidamente identificadas e acondicionadas em caixas isotérmicas.
As amostras deverao estar acompanhadas de requisicio de exame (modelo CGSA).

Nao serdo recebidas amostras com evidéncia de contaminacao.

As amostras serao registradas em livro proprio, conforme modelo indicado pela CGLA. (Anexo
V).

As amostras serdao obrigatoriamente divididas em duas aliquotas de 2ml e identificadas , uma
para prova e outra para contra-prova na presenga do Médico Veterinario requisitante ou seu
portador nomeado.

A declaragdo de contra-prova (Anexo II) sera preenchida e assinada pelo Médico Veterinario
requisitante ou seu portador nomeado.

A tarjeta de identificagdo da contra-prova (Anexo IV) seréd preenchida e lacrada juntamente com as
amostras para contra-prova ; o lacre sera plastico , numerado e inviolavel.

No caso de recebimento de sangue , o mesmo devera ser centrifugado, e o soro recebera o
tratamento dos itens anteriores.

3. NOMEACAO DE PORTADOR:

O Meédico Veterinario requisitante , caso ndo seja portador do material coletado , deve

nomear um portador conforme modelo indicado pela CGLA (Anexo III).



4. CONSERVACAO E ESTOCAGEM:

4.1. A amostra a ser testada devera ser conservada sob refrigeracdo até a realiza¢ao da prova e destruida
apos a realizacdo do exame.

4.2.  As amostras destinadas a contra-prova deverdo ser estocadas em congelador a —20°C , devendo ser
mantidas estocadas durante um periodo de 30 dias apds a realizagdo dos exames.

5. SEGURANCA BIOLOGICA:

5.1.  Deverao ser respeitadas as normas de seguranga biologica em todos os procedimentos realizados
com o material de exame.

5.2. As amostras destinadas a prova e contra-prova , serdo destruidas apds decorrido o prazo
estabelecido para sua estocagem , obrigatoriamente através de autoclavacio a 120°C , com uma
libra de pressao durante 30 minutos.

6. METODOS:

O teste de imunodifusdo em gel de agar (IDGA) para o diagndstico da Anemia
Infecciosa Eqiiina (AIE) , conforme descrito no Anexo I ¢ o teste indicado pela CGLA do Departamento
Nacional de Producao e Defesa Animal (DNPDA) da Secretaria Nacional de Defesa Agropecuaria (SNDA)
do Ministério da Agricultura e Reforma Agraria , para o diagnostico desta enfermidade.

7. RESULTADOS E RELATORIOS:

7.1.  Os resultados dos exames deverdo ser emitidos em formuldrios préprios, segundo modelo
estabelecido pela CGSA e de acordo com o fluxograma determinado:

7.1.1. Resultado POSITIVO: Imediata e obrigatoriamente comunicado ao Servico de Defesa
Sanitaria Animal (SSA) Diretoria Federal de Agricultura e Reforma Agraria (DFARA) da
Unidade Federativa onde se encontra o animal reagente. Outro procedimento poderd ser adotado
por instrucdo da DFARA.

7.1.2. Resultado NEGATIVO: Sera comunicado ao Médico Veterinario que assinou o pedido de exames
e/ou ao interessado.

7.1.3. Todo laboratorio credenciado devera encaminhar até o quinto dia util do més subsequente ,
relatorios das atividades mensais , em formularios préprios (Anexo VI e Anexo III da portaria
SNAD n° 77 de 28/09/92 , publicada no D.O.U. em 13/10/92) a DFARA e ao laboratorio da CGLA
responsavel pela Coordenagao da Unidade Federativa onde se localiza o laboratorio credenciado.

REALIZACAO DOS EXAMES NA CONTRA-PROVA:

8.1. A realizagdo de contra-prova somente sera efetuada no laboratério realizador do exame.
8.2. A solicitagdo devera obedecer o prazo maximo de 8 dias a contar da data do recebimento do
resultado.



8.3. A contra-prova sera solicitada ao Servigo de Sanidade Animal / DFARA da Unidade Federativa
onde se encontra o animal reagente. Este a encaminhara ao laboratorio realizador do exame.

84. O Médico Veterinario requisitante do exame obriga-se a pessoalmente, ou por seu
representante, a acompanhar, assistido ou nio por técnicos de sua confianca, aos exames que
serdo realizados na contra-prova.

8.5.  Cabe ao técnico indicado pelo Médico Veterindrio requisitante do exame apenas assistir, fiscalizar e
observar a exatidao do resultado dos exames.

8.6. E obrigatéria a comunicacio ao Servico de Defesa Sanitaria Animal / DFARA , da data e
horério da realizagdo do exame da contra-prova, podendo o técnico daquele Servigo assistir ,
fiscalizar e observar a exatidao do resultado.

8.7. A auséncia do representante do Servico de Defesa Sanitaria Animal / DFARA nao constitui
obice para a realizacdo do mesmo, desde que tenha sido observado o disposto no item 8.6.

8.8.  Apos a realizagdo do exame, sera lavrada uma ata assinada pelos interessados presentes, onde
constara o resultado desse exame ¢ a descrigdo de todo método analitico nele utilizado.

8.9. A desisténcia do Médico Veterinario requisitante do exame, ou seu representante, mediante
declaracio escrita, ou a sua auséncia na realizacdo do exame da contra-prova, importara no
prevalecimento do resultado obtido no primeiro exame.

9. DO LABORATORIO:

9.1. O laboratorio deve possuir instalagdes e equipamentos adequados para a realizagdo da prova de

imunodifusdo em Gel de Agar e responsavel técnico e substituto deste, devidamente habilitado pela

CGLA para a realizacio da prova para diagnoéstico de AIE.

9.2.  As instalagdes devem fazer parte da mesma base fisica do laboratorio e atender as normas de
seguranga biologica.

9.3.  Somente podera assinar o formulario de resultado do exame e o Relatério Mensal, o responsavel
técnico ou seu substituto

10. INSTALACOES E EQUIPAMENTOS :

10.1. Instalagoes:
10.1.1. Protocolo:

Sala destinada ao recebimento das amostras, registro, expedi¢do dos resultados e
arquivos dos mesmos. Nao requer instalagdes especiais.
10.1.2. Sala de exame:

Neste local as amostras serdo processadas, incluindo-se a identificacdo, a centrifugacao,
a divisdo em amostras de exames e contra-prova e a realizacao das etapas do exame propriamente dito.

Devera estar provido de bancada , fontes de eletricidade e gas , persianas ou cortinas
(para diminuir a intensidade da luz) e paredes com superficie lavavel.
10.1.3. Esterilizagcdo e Lavagem:

Devera estar provido de fonte de alimentacao elétrica , de dgua e de gés , tanques ou pias
que permitam a esterilizacdo e a lavagem de todo material utilizado na realizagdo da prova de diagnostico.
As paredes devem estar revestidas por superficie lavavel.

10.2. Equipamentos:



10.2.1. Protocolo:
- Arquivo com chave
- Maquina de escrever

10.2.2. Sala de exame:

- Balanga analitica ou semi analitica

- Banho-maria

- Cuba com agua sanitaria

- Céamara umida

- Iluminador com fundo preto, para leitura das laminas
- Pipetas automadticas de 25 microlitros
- Bico de Bunsen

- Vidraria

- Cortador padrao

- Geladeira

- Freezer a—20°C

- Centrifuga clinica

- pH de teste

10.2.3. Lavagem e Esterilizacdo:
- Autoclave

- Deposito para agua sanitaria
- Destilador de agua

11. DO RESPONSAVEL TECNICO E SUBSTITUTO

Para efeito de credenciamento € monitoramento, o responsavel técnico e seu substituto
serdo submetidos a exames tedricos e / ou praticos em um laboratorio especialmente designado pela CGLA
para esta finalidade.

11.1. Pratico:

11.1.1. Preparo de material de trabalho compreendendo:
- Tampao

- Gel

11.1.2. Realizacao do teste:

- Distribuicao do gel na lamina

Corte do gel com furador

Distribui¢do dos reagentes e / ou;

Leitura de 36 reagdes com amostras desconhecidas dos candidatos.

11.1.3. Para efeito de monitoramento poderdo ser realizados exames a distancia, com a efetivagdo das
provas com 36 soros que serdao entregues ou enviados ao laboratorio. A resposta devera ser encaminhada ao
laboratorio da CGLA , responsavel pela coordenagdo da Unidade Federativa onde se localiza o laboratério,
em um maximo de 120 horas ap6s o recebimento do teste, em envelope lacrado, com AVISO DE
POSTAGEM E RECEBIMENTO (AR).



11.1.4. Para efeito de credenciamento ¢ monitoramento o indice para aprovagdo no exame pratico ¢ de
100% de acerto .

11.2. Teodrico:
Entrevista e / ou prova escrita sobre assuntos ligados a etiologia, patogenia, patologia e
provas diagnosticas da AIE.

ANEXO I

TECNICA DE IMUNODIFUSAO EM GEL DE AGAR PARA DIAGNOSTICO DE ANEMIA
INFECCISA EQUINA

A técnica baseia-se na migragao radial dupla de antigeno (Ag) e anticorpo (Ac), através
do gel de 4gar. O encontro dos reagentes, em proporgdes Otimas, leva a formagdo de complexos Ag-Ac,
insoliiveis que precipitam , tornando-se visiveis sob a forma de uma linha ou banda de precipitagdo. Uma
extrema variagdo na concentracao de Ag e Ac pode alterar a localiza¢ao ou inibir a formagdo da mesma.

Esta reacdo pode ser, ainda, influenciada por uma variedade de condigdes fisico
quimicas, dentre elas, concentragdo eletrolitica, tampao, pH e temperatura. Alteracdes bruscas de
temperatura, durante a incubagdo, levam a formagao de artefatos de técnicas indejaveis para o teste. Altos
niveis de lipideos e protideos nos reagentes podem afetar a formagado e observagao da linha de precipitagao.

1. MEIOS E SOLUCOES:

L1, Gelal%

- Agar Noble 0u agaroSe ........cccceeveerienienierienee e lg

= Tampao BOTAto .....cceevveeriieiieiieieeee e 100ml

Aquecer em banho-maria ou vapor fluente até¢ a completa fusdo do agar.

1.2.  Tampao borato :

= U NAOH L s 2g
= H3BOJ3 it 9g
- Aguadestilada q.S.P eeeeeiiieiiieeieee e 1.000ml

OBSERVACOES :

As substancias a serem utilizadas na preparacao das solucdes deverdo ser padrao pré analise (p.a.).
- O tampao borato devera ter seu pH entre 8,5 e 8,7.

- O gel devera ser dividido em aliquotas de acordo com a demanda do laboratorio.

- Nao devem ser efetuadas sucessivas fusdes do gel, desprezando-se o volume nao utilizado.



2. PREPARO DE LAMINAS:

Em laminas para microscopio, medindo 25 x 75mm, colocar 4,5ml do gel.
Ap6s solidificag@o do gel, fazer os furos com o cortador padrao, com 7 furos , medindo 4mm de didmetro e
3mm de distancia entre os mesmos.

OBSERVACOES :

As laminas nao utilizadas devem ser desprezadas. Se houver presenca de umidade nas cavidades, as
laminas ndo deverao ser utilizadas até a sua evaporagao.

3. REALIZACAO DA PROVA:

3.1.  Distribuicao dos reagentes :

3.1.1.Soro a ser testado :

Colocar nas cavidades laterais , alternadamente 25 microlitros dos soros a serem testados.

3.1.2.Soro padrao :

Colocar nas cavidades laterais , alternadamente 25 microlitros do soro controle positivo.

3.1.3.Antigeno :

Colocar na cavidade central 25 microlitros de antigeno padrao.

3.2.Incubacio :

As laminas devem ser incubadas , em cAmara imida , em temperatura entre 20° ¢ 25°C , durante 48 horas .
3.3.Leitura :

Deverio ser feitas leituras diarias , usando-se uma fonte de luz de intensidade varidvel com feixe estreito ,
contra um fundo preto.

4. INTERPRETACAO DA PROVA:

O tipo de reagdo varia com a concentracdo da amostra testada . A linha formada com SCP ¢ a base para a
leitura do teste. Se ela ndo estiver nitida o teste ndo ¢ valido e deve ser repetido.

4.1. Negativa:

As linhas formadas entre o Ag e o SCP se dirigem para a cavidade onde se encontram as amostras testadas
(Fig. 1).

4.2. Positiva:

As linhas formadas entre 0 Ag e o SCP se fundem com aquelas formadas pelas amostras testadas e
formam uma linha continua de identidade total (Fig. 2 ).

4.3. Fraca Positiva:

A linha de precipitacdo de uma amostra fraca positiva tende a se formar mais proximo a cavidade onde se
encontra a amostra que esta sendo testada.

Em casos de titulos baixos de Ac pode-se visualizar somente uma convergéncia das duas linhas do controle
, na dire¢do da cavidade , onde se encontra o soro que esta sendo testado (Fig. 3 ).

4.4. Forte Positiva:

A linha de precipitagdo de uma amostra com titulo alto de Ac apresenta-se como uma faixa difusa , entre as
duas linhas de controle . Em casos extremos , pode haver a inibicdo da formagdo desta faixa e s6 serdo



visualizadas as duas linhas de controle , interrompidas , a mesma distancia do soro testado , ndo se
verificando nenhuma precipitagao entre estas linhas.

As amostras que apresentaram reacdes forte positiva devem ser diluidas em tampao borato e retestadas

nas diluicdes , 1/4 e 1/8 ( Fig. 4).

4.1.  Linhas Inespecificas:

A reacdo inespecifica ndo forma uma linha continua com as do controle. Elas sdo formadas por outras
reacoes Ag-Ac que nao aquela especifica para AIE.

Uma amostra pode produzir uma reacdo especifica de AIE (positiva) e uma linha de precipitagdo
inespecifica (Fig.5).






ANEXO II

DECLARACAO DE CONTRAPROVA

Eu, portador da CI n°
nome completo
emitida pelo em / / , declaro para os
orgao
devidos fins que acompanhei a centrifugacao , fracionamento em prova e

contra-prova de acompanhada(s) de
n° de amostras ntmero (s)
requisicao(s) de exame de Anemia Infecciosa Eqiiina (AIE) que foi (foram)

identificada(s) com o (0s) n° a do livro de registro

laboratorio sendo a(s) contra-prova(s)
razao social / nome fantasia
lacrada(s) com o(s) lacre(s) n°(s)

Data : / /

Portador

10



ANEXO III

NOMEACAO DE PORTADOR
Eu, , Médico Veterinario CRMV/n°
nome completo
nomeio portador da C.In° como
nome completo
portador de amostra(s) de sangue , coletada(s) e identificada(s)
nimero

por mim conforme a(s) requisicdes nimero(s)

Data : / /

Médico Veterinario

11



ANEXO IV

TARGETA DE

IDENTIFICACAO DE CONTRA-PROVA

CONTRA-PROVA N° LACRE N’
PORTADOR :
IDENTIDADE N° ORGAO EXPEDIDOR

PORTADOR

REPRESENTANTE DO LABORATORIO

12




ANEXO V

NR. , NY RESULTADO
DATA | REGIST | MUNICIPI | PROPRIET | PROPRIED | IDENTIFICACAO DO ANIMAL |RESULTAD | LACRE | CONTRAPROVA
RO 0 ARIO ADE 0

RACA

PELAGE
M

SEXO

IDAD
E
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ANEXO VI

MINISTERIO DA AGRICULTURA RELATORIO MENSAL LABORATORIO:
E REFORMA AGRARIA DE
ANEMIA INFECCIOSA EQUINA 2
MES / ANO : / CODIGO :
PAG /
KIT DE DIAGNOSTICO
UTILIZADO OU EM USO
ESTOQUE ADQUIRIDO
KIT 1 KIT 2 KIT 3
QUANTIDADE QUANTIDADE FABRICANTE FABRICANTE FABRICANTE
FABRICANTE
DATA /
PARTIDA / PARTIDA / PARTIDA /
FABRICANTE VALIDADE / VALIDADE / VALIDADE /
PARTIDA / DATA DA ABERTURA  / DATA ABERTURA / DATA ABERTURA /
PARTIDA / EXAME REALIZADO MES EXAME REALIZADO MES EXAME REALIZADO MES
VALIDADE /
EXAME REALIZADO (KIT) EXAME REALIZADO (KIT) EXAME REALIZADO (KIT)
VALIDADE /
DATA DO TERMINO / DATA DO TERMINO / DATA DO TERMINO /

OBSERVACOES :

ASSINATURA E CARIMBO :
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MINISTERIO DA AGRICULTURA RELATOTIO MENSAL LABORATORIO :
E DA REFORMA AGRARIA DE
ANEMIA INFECCIOSA EQUINA
. CODIGO :

MES / ANO / PAG - /

UF | MUNICIPIO RESULTADO TOTAL
EN POSI |NEGA | EXA

JC SH CR H FC UM TIDA | TI TIVO | MINA
DE VO DA
ENT |POS |NEG |ENT |POS |NEG |ENT |POS |NEG |ENT |POS |NEG | ENT |POS |NEG |ENT |POS |NEG

TOTAL

OBSERVACOES :

ASSINATURA E CARIMBO:
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