MINISTERIO DA AGRICULTURA, PECUARIA E ABASTECIMENTO
SECRETARIA DE DEFESA AGROPECUARIA
INSTRUCAO NORMATIVA N°8, DE 12 DE ABRIL DE 2012

O SECRETARIO SUBSTITUTO DE DEFESA AGROPECUARIA DO MINISTERIO DA
AGRICULTURA, PECUARIA E ABASTECIMENTO, no uso da atribuicdo que |he conferem os arts.10
e 42 do Anexo | do Decreto n° 7.127, de 4 de marco de 2010, tendo em vista o disposto no Decreto n®
5.741, de 30 de marco de 2006, na Instrucéo Normativa MAPA n° 1, de 16 de janeiro de 2007, na
Instrugdo Normativa MAPA n°5, de 1° de marco de 2002, na Portaria SDA n° 168, de 27 de setembro de
2005, e 0 que consta do Processo n° 21000.003435/2008-41, resolve:

Art. 1° Definir os requisitos e critérios para a realizacdo do diagnostico de raiva, por meio dos métodos
denominados Teste de Imunofluorescéncia Direta (TIFD) e Prova Biol 6gica em camundongos (PB), a
serem adotados pel os laboratorios pertencentes a Rede Nacional de Laboratorios Agropecuarios do
Sistema Unificado de Atencdo a Sanidade Agropecuéria, em atendimento ao Programa Nacional de
Controle da Raiva dos Herbivoros (PNCRH).

Art. 2° Aprovar os métodos previstos nos Anexos | el desta Instrucdo Normativa.

Art. 3° O laboratério de que trata o art. 1° desta Instrucdo Normativa devera designar um responsavel
técnico e um responsavel técnico substituto, com experiéncia comprovada de, no minimo, dois anos na
realizacdo dos métodos de que trata esta I nstrucdo Normativa.

Paragrafo unico. O responsavel técnico e o responsavel técnico substituto ndo poderdo responder por mais
de um laboratorio.

Art. 4° O laboratério de que trata o art. 1° desta Instrucdo Normativa devera dispor das seguintes
instalagoes.

| - area especifica para recebimento das amostras;

Il - &rea destinada a manipulagdo das amostras, preparo das |aminas e da suspensdo de Sistema Nervoso
Central - SNC;

Il - sala escura destinada a leitura e interpretacdo de |aminas por microscopia de fluorescéncia;

IV - infectorio ou biotério de experimentacdo destinado a manutencéo de camundongos durante a Prova
Biologica;

V - &rea de desinfeccdo e lavagem, destinada & esterilizag&o de materiais e amostras biol ogicas
potencialmente infectadas, assim como alavagem e secagem dos materiais previamente esterilizados; e

VI - area de esterilizagdo destinada a embalagem e esterilizag&o de vidraria e de outros materiais néo
descartéveis.

Art. 5° S8o consideradas amostras para o diagnéstico de raiva:
| - 0 Sistema Nervoso Central; e

Il - 0o animal inteiro, no caso de animais silvestres pequenos, menores ou iguais a 20 cm (vinte
centimetros) de comprimento.

Art. 6° As amostras para o diagnostico de raiva deverdo ser encaminhadas resfriadas ou congeladas,
dependendo do periodo de tempo transcorrido entre a coleta e a sua chegada ao laboratdrio, nos seguintes
termos:



| - aamostra sera encaminhada refrigerada quando o periodo entre a coleta e o recebimento no laboratério
ndo ultrapassar 24 (vinte e quatro) horas, devendo estar acondicionada em frasco, preferencialmente
inquebravel, com tampa e tamanho adequado, ou saco plastico duplo devidamente lacrado, identificada
individual mente e mantida a temperatura de 2 a4 °C (dois a quatro graus Celsius), por meio de gelo
reciclavel, em caixaisotérmica perfeitamente vedada, provida do simbolo de risco bioldgico e afixados os
dizeres: "URGENTE, MATERIAL BIOLOGICO PERECIVEL";

Il - aamostra sera encaminhada congelada quando o periodo entre a coleta e 0 recebimento no laboratério
ultrapassar 24 (vinte e quatro) horas, devendo estar acondicionada em frasco, preferencialmente
inquebravel, com tampa e tamanho adequado, ou saco plastico duplo devidamente lacrado, identificada
individualmente e contida em caixa isotérmica perfeitamente vedada, de forma a manter o congelamento,
provida do simbolo de risco biol6gico e afixados os dizeres. "URGENTE, MATERIAL BIOLOGICO
PERECIVEL".

§ 1° O gelo reciclavel utilizado para encaminhamento das amostras para o diagnostico de raiva ao
laboratorio ndo deverd ser reutilizado.

§ 2° Excepcionalmente, as amostras poderdo ser encaminhadas ao laboratério conservadas em glicerol,
caso ndo seja possivel a suarefrigeragdo ou congelamento.

§ 3° A amostra conservada em glicerol, nos termos do § 2°, devera ser acondicionada em frasco,
preferencialmente inquebravel, com tampa e tamanho adequado, contendo solucéo de glicerina 50%
(cinquenta por cento) em tamp&o fosfato pH 7,4, identificada individualmente e contida em embalagem
secundariaimpermeavel perfeitamente vedada, provida do simbolo de risco biolégico e afixados os
dizeres: "URGENTE, MATERIAL BIOLOGICO PERECIVEL".

Art. 7° O Formul&rio Unico de Requisicéo de Exames para Sindromes Neurol 6gicas devera acompanhar
toda amostra suspeita de raiva enviada ao laboratério, conforme definido no Manual Técnico - 2009 -
Controle da Raiva dos Herbivoros, do PNCRH, do Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento -
MAPA, aprovado pela Portaria SDA n° 168, de 27 de setembro de 2005.

Art. 8° As amostras deverdo ser registradas em livro préprio contendo, no minimo, as informagdes
referentes ao nimero do protocolo, responsavel pelo recebimento, espécie, sexo, idade, raca, data da
coleta, data do encaminhamento, data do recebimento, data de emisséo do relatério de ensaio, nimero de
partida e titulo do conjugado.

Art. 9° O laboratorio devera manter uma aliquota da amostra congelada e devidamente identificada, a
temperatura de - 20 °C (vinte graus Celsius negativos) ou inferior, por um periodo minimo de 6 (seis)
meses.

Paragrafo Unico. As amostras deverdo ser conservadas em congeladores exclusivos a esta finalidade, de
capacidade suficiente ao volume de analises redlizadas, estocadas de forma ordenada e em local de acesso
restrito.

Art. 10. Toda amostra oriunda do sistema de vigilanciado PNCRH devera ser submetidaao TIFD e a PB.

§ 1° O relatdrio de ensaio do TIFD devera ser liberado no prazo méximo de 48 (quarenta e oito) horas
Uteis, contadas a partir da entrada do material suspeito no laboratorio.

§ 2° A PB devera ser iniciada no prazo maximo de 48 (quarenta e oito) horas Uteis, contadas a partir da
entrada do material suspeito no laboratério.

8 3° No caso de utilizagdo de camundongos desmamados, o relatério de ensaio da PB devera ser liberado
no prazo maximo de 28 (vinte e oito) dias, contados a partir do dia da inoculacdo ou eventual
reinocul agéo.



§ 4° No caso de utilizagdo de camundongos lactentes, o relatério de ensaio da PB devera ser liberado no
prazo maximo de 21 (vinte e um) dias, contados a partir do dia dainoculagdo ou eventual reinocul acéo.

Art. 11. O resultado devera vir destacado no relatério de ensaio pelas expressdes POSITIVO ou
NEGATIVO.

8 1° O relatério de ensaio com resultado NEGATIV O devera ser emitido, no minimo, em 3 (trés) vias, das
guais uma sera encaminhada a Superintendéncia Federal de Agricultura na Unidade Federativa de origem
da amostra, outra ao requisitante e a outra devera ser mantida no laboratorio.

8 2° O relatorio de ensaio com resultado POSITIVO, no TIFD ou na PB, devera ser imediatamente
informado a Superintendéncia Federal de Agricultura na Unidade Federativa de origem da amostra, ao
0rgéo estadual de defesa sanitaria animal da Unidade Federativa, as autoridades de Salde, ao requisitante
e a Coordenacéo- Geral de Apoio Laboratorial - CGAL/SDA, aos quais sera obrigatorio o envio de uma
viado relatério de ensaio, enquanto outra via devera ser mantida no laboratério.

Art. 12. EstaInstrugdo Normativa entra em vigor na data de sua publicacéo.

RICARDO DA CUNHA CAVALCANTI JUNIOR

ANEXO |

TESTE DE IMUNOFLUORESCENCIA DIRETA (TIFD)

1. Objetivo

O Teste de Imunofluorescéncia Direta (TIFD) tem o objetivo de pesquisar a presenca de antigenos do
virus daraiva, por imunofluorescéncia direta, em impressdes de amostras de Sistema Nervoso Central
(SNC) de animais suspeitos ou de tecido cerebral de camundongos inoculados com amostras suspeitas
para diagnéstico de raiva.

2. Material a ser pesguisado As regides anatdmicas do SNC de predilecéo a serem pesquisadas para o
diagnéstico daraiva sdo o hipocampo (corno de Ammon), o cerebelo, o cortex e amedula espinha. Para
as amostras de equideos, devera ser incluida, sempre que possivel, a medula espinhal. E recomendado
pesquisar no minimo 3 (trés) regides anatémicas do SNC antes de se concluir por um resultado negativo.
3. Método

3.1. Preparacdo dos controles do teste

3.1.1. Todo ensaio ou série de ensaios deveraincluir 1aminas para controle positivo e controle negativo.
3.1.2. O controle positivo devera ser preparado antecipadamente, a partir de duas impressdes em |amina,
do cérebro de camundongo albino suico, inoculado por viaintracerebral com amostra positiva pararaiva,

submetido a eutanasia na fase paralitica da doenca.

3.1.3. O controle negativo devera ser preparado a partir de duas impressdes, em |amina, de cérebro de
camundongo albino suico sadio.

3.1.4. Aslaminas poderéo, acritério do laboratorio, ser fixadas por imersdo em acetona PA a-20°C, por,
no minimo, 15 (quinze) minutos. Apés este periodo, retirar as laminas da acetona, escorrer e deixar secar
em temperatura ambiente.

3.1.5. Aslaminas para controle deverdo estar identificadas e datadas, podendo ser mantidas em
temperatura de -20°C e utilizadas por até 10 (dez) dias.

3.2. Diluicéo do conjugado em Cérebro de Camundongo Normal (CCN) e Cérebro de Camundongo



Infectado (CCI) - dilui¢Bes de trabalho

3.2.1. A diluicdo do conjugado em suspenséo de Cérebro de Camundongo Infectado (CCl) eem
suspensdo de Cérebro de Camundongo Normal (CCN) - diluicdo de trabalho - devera ser determinada
encontrando-se o0 melhor titulo a ser empregado no exame das amostras suspeitas. Este titulo é
representado pela diluic¢do que proporciona a melhor fluorescéncia especifica com o minimo de
fluorescénciainespecificapela TIFD, utilizando diluicdes seriadas das suspensdes de CCN + conjugado e
CCI + conjugado, perante |laminas positivas.

3.2.2. A avaiagdo do conjugado devera ser realizada a cada novo lote ou sempre que necessario, pois
repetidos congelamentos, descongelamentos e filtragens podem alterar o titulo do conjugado. O
|aboratorio deverd manter registro desta avaliacéo.

3.2.3. Para o preparo do CCN e CCI, o seguinte protocol o devera ser adotado:

a) preparar duas suspensdes a 20% de cérebro de camundongo em salina tamponada fosfatada (PBS), pH
7,4, suplementada com 2% de soro de equino livre de anticorpos antivirus da raiva ou com uma suspensao
a 10% de gema de ovos de galinhaembrionados de 6 a 7 dias:

a.1) uma suspensdo a partir de cérebro de camundongo normal - CCN;

a.2) uma suspensado a partir de cérebro de camundongo infectado- CCl, coletado de animais nafase
paralitica da doenca, apos inoculagéo de 0,03 mL de suspensdo de virus daraivafixo (CVS - Chalenge
Virus Standard, com titulo minimo de 105 DL50/0,03mL em camundongos), diluido na proporcéo de
1/100 ou 1/1000;

b) homogeneizar adequadamente as suspensdes de cérebro;

c) centrifugar por 10 (dez) minutos a 1000 x g (forca centrifugarelativa);

d) coletar o sobrenadante e distribuir em aliguotas devidamente identificadas;

€) conservar em temperatura de -20°C ou inferior;

f) utilizar as aiquotas dos sobrenadantes para diluir o conjugado na proporcao indicada pela titulagcéo
previamente encontrada.

3.3 Preparacéo do material para ensaio em [aminas de microscopia - impressao ou decalque

3.3.1 Paraapreparacdo do material suspeito para o ensaio em |laminas de microscopia por impressao ou
decalque, devera ser adotado o seguinte protocolo:

a) identificar aslaminas, de acordo com a amostra a ser examinada;

b) cortar fragmentos de hipocampo, cerebelo, cortex e medula espinhal;

c) colocar cada fragmento em espatula, papel filtro ou pinga cirdrgica, com o corte voltado para cima;
d) secar o fragmento com papel de filtro, passando-o levemente sobre o material;

€) fazer aimpressdo ou decalque do material em |[amina.

Devem ser feitas pelo menos duas impressoes de cada fragmento de SNC. Se necessario, retirar 0 excesso
de tecido com papel defiltro e deixar secar;

f) aslaminas poderéo, a critério do laboratorio, ser fixadas por imersio em acetona PA a-20°C, por, no
minimo, 15 (quinze) minutos. Apos este periodo, retirar as |aminas da acetona, escorrer e deixar secar em



temperatura ambiente.
3.4. Coloracéo e montagem das |aminas
3.4.1. Paraacoloragéo e montagem das |aminas, devera ser adotado o seguinte protocol o:

a) o conjugado devera ser adicionado a volume apropriado de CCN ou CCI, de forma a constituir a
diluicdo trabalho;

b) demarcar, com lapis demogréafico, esmalte ou semel hante, as impressdes de tecido nervoso do material
sob exame e dos controles de prova, ou utilizar |1dminas de vidro extrafina, com dois circulos e
extremidade fosca;

c) recobrir a area delimitada com algumas gotas do conjugado de diluicéo de trabalho. A disposicéo de
utilizacdo da solucdo de conjugado + CCN e solucéo de conjugado + CCI deve estar prevista na
documentagéo do laboratdrio e ser sempre a mesma.

Sugere-se a seguinte forma:

c.1) laminas de controle positivo e controle negativo: recobrir aimpresséo de tecido nervoso localizada
proximo a descricdo de identificagdo dalamina com a solucéo de conjugado + CCN.

Recobrir aimpressao de tecido nervoso mais distante da descricéo de identificagcdo dalaminacom a
solugéo de conjugado + CCI;

c.2) laminas de material suspeito: recobrir aimpressao de tecido nervoso localizada préximo a descricdo
de identificagdo dalamina com a solucéo de conjugado + CCN. Recobrir aimpressdo de tecido nervoso
mais distante da descricéo de identificacdo da lamina com a solucéo de conjugado + CCl;

d) colocar as laminas em cdmara Umida (bandeja forrada com papel de filtro ou similar umidificado e
provida de tampa) e levar a estufaa 37°C por 30 (trinta) minutos;

e) lavar aslaminas com PBS, pH 7,4 a 7,8, mantendo-as |levemente inclinadas horizontalmente e evitando
amistura entre as duas solugdes (conjugado+CCl e conjugado+CCN);

f) submergir aslaminas em PBS, pH 7,4, por dez minutos.

Repetir este procedimento por, no minimo, trés vezes,

g) secar as laminas ao ar em posicao vertical. Colocar uma gota de solucéo de glicerol a 50% em PBS (pH
7,6) sobre cada impressao e sobrepor com laminula. Esta etapa podera ser suprimida, desde que as
[&minas sggam mantidas em PBS (pH 7,4 a7,8);

h) proceder imediatamente aleitura em microscopio de fluorescéncia.

3.5. Leitura

3.5.1. A leitura devera ser realizada em microscopio de fluorescéncia, em magnitude de 10 x 40,
abrangendo todas as éreas demarcadas, inicialmente nas |aminas-controle e, em seguida, no material
suspeito.

3.6. Interpretacéo dos resultados

3.6.1 Validag&o do ensaio: para que 0 ensaio tenha validade, as |aminas-controle dever&o apresentar o
seguinte padr&o de visualizagao:

3.6.1.a) Controle positivo: apresentar fluorescéncias caracteristicas naimpresséo onde foi acrescentado o



conjugado + CCN, e ndo apresentar tais fluorescéncias naimpressdo onde foi acrescentado o conjugado +
CCl;

3.6.1.b) Controle negativo: ndo apresentar quaisquer fluorescéncias caracteristicas nas 2 (duas)
impressoes.

3.6.2. Resultado do material suspeito

3.6.2.1. Resultado positivo: quando qualquer uma das impressdes das |aminas contendo conjugado +
CCN apresentar fluorescéncia caracteristica

3.6.2.2. Resultado negativo: quando ndo houver qualquer fluorescéncia caracteristica em todas as
impressdes das |aminas da amostra suspeita.

3.6.3. Fluorescéncias caracteristicas sdo reagcdes antigeno-anticorpo, de fluorescéncia brilhante, em cor de
maca verde ou verde amarelada, de tamanho variavel. Algumas séo minusculas (chamadas comumente de
poeiras ou areid) e as maiores tém as dimensdes e formas comparéveis aos corpuscul os de Negri. As
inclusdes sdo geralmente circulares ou ovais e possuem a margem mais brilhante que a érea central.

ANEXO I
PROVA BIOLOGICA (PB) - ISOLAMENTO DO VIRUS DA RAIVA EM CAMUNDONGOS
1. Objetivo

A ProvaBiologica (PB) é o teste complementar ao Teste de Imunofluorescéncia Direta (TIFD), utilizada
para detectar infectividade de uma suspenséo de material suspeito de raiva, em animais de laboratorio.

2. Materia aser pesquisado As regides anatémicas de predilecdo a serem utilizadas no preparo do inéculo
para diagndstico de raiva sdo o hipocampo (corno de Ammon), o cerebelo, o cortex e a medula espinhal.

E recomendada ainclusio de fragmentos de pelo menos trés regifes anatdmicas distintas. Para as
amostras de equideos, devera ser incluida, sempre que possivel, a medula espinhal.

3. Método

3.1. Selecdo dos animais Paraa PB, deverd ser selecionado um grupo de no minimo oito camundongos da
linhagem albino suigo, sadios, adultos jovens desmamados, de 21 (vinte e um) a 28 (vinte e oito) dias de
idade (12 a 14 g), do mesmo sexo, ou uma ninhada de no minimo dez camundongos al binos suicos,
sadios, lactentes, de 1 (um) a2 (dois) dias de idade.

3.2. Preparo do indculo

a) retirar pequenos fragmentos do tecido nervoso suspeito, elegendo areas que melhor representem as
regides anatbmicas a serem pesquisadas;

b) pesar os fragmentos de tecido nervoso, macerar, homogeneizar e acrescentar volume de PBS (pH 7,4 a
7,8), de formaa obter uma suspensdo de 10 a 20% (p.v.);

c) centrifugar em centrifuga refrigerada a 200 x g durante cinco minutos ou deixar em repouso por, No
minimo, 01 (uma) hora a temperatura de 4°C;

d) retirar o sobrenadante e adicionar 1.000 Ul de penicilinae 2 mg de estreptomicina por mL. Esta etapa
podera ser suprimida, desde gque estes antibi6ticos sejam adicionados em etapa anterior;

€) 0 indculo deverd ser mantido a temperatura de 4°C até ser utilizado. A inoculagdo devera ser realizada
no mesmo dia e o in6culo mantido em banho de gelo durante o procedimento de inocul acéo.



3.3. Inoculagdo a) aspirar o indculo utilizando seringade 0,25 mL a 1,0 mL (tuberculina) com agulha de
calibre 0,40-0,45 mm por 1-1,5 cm de comprimento;

b) com uma das méos, conter o0 animal pela pele daregido dorso-cervical, mantendo-o aprisionado com o
dedo polegar e o indicador, pressionando-o levemente sobre uma superficie plana. Com a outra méo,
posicionar o conjunto agul ha-seringa perpendicularmente a cabeca e distante 1-2 mm do arco frontal, na
direcdo de um dos hemisférios cerebrais;

c) introduzir 1 a2 mm da agulha, através da caixa craniana, no tecido cerebral e inocular a dose de 0,03
mL por camundongo desmamado ou a dose de 0,02 mL por camundongo lactente;

d) substituir os animais que porventura morrerem durante ou imediatamente apos o procedimento de
inocul acéo.

3.4. Observacéo dos animais @) manter o grupo de animais em gaiola adequada e devidamente
identificada, com livre acesso a agua e racdo, e em ambiente com luz, temperatura e umidade controladas
(infectdrio) de acordo com normas técnicas;

b) observar os animais diariamente e registrar na ficha de observacdo, que devera conter todos os dados
do material suspeito, as ateragdes ocorridas com o0s camundongos, assim como agueles que se mantém
saudaveis,

C) o registro serafeito por meio de simbolos, que deverdo estar indicados em legenda, para as categorias
abaixo listadas, para as quais sdo sugeridos: S = paraanimal sadio; D = paraanimal doente;

P = paraanimal paralitico; M = paraanimal morto; E = paraanimal submetido a eutanasia; NC = para
animal ndo considerado (exemplo, sem condic¢des de andlise);

d) observar os camundongos desmamados até o 28° dia pdsinocul agdo e os camundongos lactentes até o
21° dia pés-inocul agéo;

€) examinar pelo TIFD o cérebro dos camundongos desmamados que, entre 0 5° e 0 28° dia
pos-inoculagdo, morreram ou foram submetidos a eutanésia por estarem doentes ou paraliticos.

Seguir o mesmo procedimento para os camundongos lactentes que, entre 0 4° e 0 21° dia pds-inocul agéo,
morreram ou foram submetidos a eutanésia por estarem doentes ou paraliticos;

f) para apressar o resultado dainoculagdo em camundongos neonatos, podera ser realizada eutanasia de
um camundongo por vez, aos 5, 7, 9 e 11 dias pds-inoculacdo, seguidos darealizacdo da IFD.

3.4.1. Quando uma amostra, depois de inoculada, causar a morte, durante o periodo de observacdo dos
animais, de um guantitativo superior a 3 (trés) animais em 8 (oito) inoculados, e os mortos, apds
examinados, resultarem negativos pararaivano TIFD ou, ainda, caso seu exame sejaimpossivel,
dever-se-a proceder a uma novainoculacdo da amostra em um lote com o dobro de animaisinicialmente
inoculados.

3.4.2. O diagndstico sera concluido como "Negativo" se ao menos 5 (cinco) dos animais inoculados
sobreviverem saudaveis aos 28 (vinte e 0ito) dias de observacéo, no caso de desmamados, e 21 (vinte e
um) dias, no caso de lactentes, e os mortos apresentarem-se negativos pararaivaao TIFD. Caso contrario,
e ndo se tratando de material Positivo, o diagnostico pela PB é considerado "I mpossivel".

3.5. Interpretacdo dos resultados 3.5.1. Resultado positivo: quando aimpressdo em |amina do cérebro de
um ou mais camundongos que morreram ou foram submetidos a eutanasia durante o periodo de
observacao apresentar fluorescéncia caracteristica do virus daraiva, pelo TIFD.

3.5.2. Resultado negativo: quando, durante o periodo de observacdo, ndo ocorrer morte ou sintomatologia
caracteristica paraaraiva, no grupo de camundongos inoculados com o material suspeito ou quando a



impressao em |[dmina do cérebro de um ou mais camundongos, que morreram ou foram submetidos a

eutanasia durante o periodo de observacdo, ndo apresentar fluorescéncia caracteristicado virus daraiva
pelo TIFD.
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